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I. Einleitung 
 
Vitamin A ist ein wichtiger morphogenetischer Faktor in der Entwicklung von Vertebraten. 
Seine Bedeutung innerhalb des Auges als Komponente des Rhodopsins wurde besonders gut 
untersucht. Seine Funktion als regulatorisch wirksames Signalmolekül während der 
Entstehung des visuellen Systems jedoch weniger. Das optische Tektum von Vögeln ist die 
zentrale Schaltstelle visueller Stimuli und ist durch seine Größe und Lage ein beliebtes 
Modell für Untersuchungen des Sehsystems. In dieser Arbeit wurde die zeitliche und 
räumliche Verteilung des zellulären Retinsäure- bindenden Proteins CRABP-I und der 
Retinoidrezeptoren RARα, β und RXRα, β, γ in der Entwicklung des optischen Tektums im 
Mitteldach des Gehirns vom Haushuhn Gallus gallus analysiert. Anhand dieser 
Proteinverteilung soll gezeigt werden, ob und wie Vitamin A an der Entwicklung des 
optischen Tektums beteiligt ist und ihre möglichen Aufgaben in den 
Differenzierungsprozessen von Nervenzellen diskutiert werden. 
Einleitend wird ein Überblick über die Funktionen von Vitamin A im adulten und sich 
entwickelnden Organismus der Vertebraten, sowie ein allgemeiner Einblick in den Retinoid-
Metabolismus und dessen Regulation gegeben. Im weiteren Verlauf soll die Bedeutung der 
Retinoidrezeptoren und CRABP-I in diesem System charakterisiert werden.  
 
 
 
I.1 Vitamin A 
Vitamine sind Verbindungen, die benötigt werden, um den Stoffwechsel aufrecht zu erhalten. 
Mikroorganismen und Pflanzen können eigenständig solche Verbindungen produzieren, 
wohingegen die meisten Tiere und der Mensch die für die Vitaminsynthese benötigten 
Enzyme im Zuge der Evolution verloren haben. Vitamine stellen für sie daher essentielle 
Nahrungsbestandteile dar. Vitamin A gehört, wie Vitamin D, E und K, zu den fettlöslichen 
Vitaminen. In der Literatur wird Vitamin A häufig synonym mit Retinol (ROH) verwendet, 
obgleich es nicht chemisch definiert ist. Dieser Umstand ist darauf zurück zu führen, dass 
ROH jenes Vitamin A- Derivat ist, das im Körper in der höchsten Konzentration vorliegt.
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                                   Abb. I: Retinol-Strukturformel 
 
 
ROH ist ein aus 4 Isopreneinheiten zusammengesetzter Alkohol, der entweder als solcher, als 
Retinylester (RE), Retinsäure (RA für Retinoic Acid) oder in Form des Provitamins ß-Carotin 
mit der Nahrung zugeführt wird. 
 
Abb. II: Retinsäure-Strukturformeln 
   
All-trans Retinoic Acid (atRA)   9-cis Retinoic Acid (9-cis RA) 
 
Vitamin A ist in Form von ß-Carotinoide Bestandteil gelben Gemüses, Früchten und der 
Blätter grünen Gemüses. In tierischen Produkten sind Carotinoide nur in Milchprodukten, 
Fisch und Leber in nennenswerten Konzentrationen vorhanden. Die täglichen Mengen, die 
vom Körper benötigt werden, orientieren sich an Empfehlungen, die Zustände, in denen ein 
erhöhter Bedarf besteht (Schwangerschaft, Wachstum, etc.) und einen zusätzlichen 
Sicherheitszuschlag berücksichtigen. Wie man an den Referenzwerten für Vitamin A der 
Deutschen Gesellschaft für Ernährung und denen des Food and Nutrition Board der USA 
erkennt (1,5 mg/d versus 5,2 µmol/d), unterscheiden sich diese daher erheblich 
(zusammengefasst in Löffler und Petrides; 1998).  
Nahrungsbedingter Vitamin A- Exzess wurde in der Literatur kaum berichtet und beschreibt 
wenn exzentrische Fälle, wie den Verzehr von Polarbärenleber oder auch den exzessiven 
Genuss von Karotten (Rodahl K. und Moore T., 1943; Donahue S.P., 2000). Fertige 
Retinoide, wie sie als Bestandteile in Nahrungsergänzungsmitteln zu finden sind, können  
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direkt die Blut-Gehirnschranke passieren (Benedich A. und Langseth L., 1989). Daher sind 
die meisten Fälle von Hypervitaminose A und die von ihr ausgehende Gesundheitsgefährdung 
auf unkontrollierte Aufnahme von Vitaminpräparaten zurückzuführen (Wieland et al., 1971). 
Das auffälligste Symptom ist Kopfschmerz, das durch intrakranielle Druckerhöhung folgend 
der Ausbildung eines Pseudotumor cerebris verursacht wird (Snodgrass S.R., 1992). Die 
genauen Mechanismen, die verantwortlich sind für das Anschwellen des Gehirns, sind bislang 
ungeklärt. Koma und sogar Tod können mögliche Folgen sein (Macapinlac M.P. und Olson 
J.A., 1981).  
Vitamin A- Mangel ist der verbreitetste Vitaminmangel weltweit. Eines der frühesten 
Symptome der Hypovitaminose A ist die Hemeralopie (Nachtblindheit). Sie resultiert aus 
einer Störung der Regenerierung des Sehpigments Rhodopsin. Bei ausgeprägtem Mangel wird 
normales sekretorisches Epithel durch verhornendes ersetzt, was im schlimmsten Fall am 
Auge bis zur Xerophthalmie führt. In Entwicklungsländern ist sie Hauptursache für Blindheit, 
insbesondere bei Kindern. Bei Heranwachsenden kommt es zudem zu Wachstumsstörungen, 
Anämie, erhöhter Infektanfälligkeit und Mortalität (Kochnar D.M., 1997). Tierexperimentell 
konnte anhand von Verhaltensversuchen mit Ratten und Mäusen nachgewiesen werden, dass 
Vitamin A- Mangel die Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression der Neurone im 
Hippocampus, die verantwortlich für den Erinnerungsprozess gemacht werden, herabsetzt 
(Chiang et al., 1998). Diese Ergebnisse wurden durch defizitäre Leistungen der Tiere bei 
Versuchen zu räumlichen Lernen und Erinnerungsvermögen bestätig (Misner et al., 2001; 
Cocco et al., 2002). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass altersbedingt abnehmende 
Gedächtnisleistungen in Mäusen, durch kurzfristige RA- Injektionen verbessert wurden 
(Etchamendy et al., 2001). Auf die Auswirkungen von Vitamin A- Mangel und – Exzess 
während der Embryogenese wird im Folgenden näher eingegangen. 
 
 
 
I.1.2 Retinsäure als Morphogen in der Entwicklung 
In dem sich entwickelnden Organismus führt sowohl ein Überfluss als auch ein Mangel von 
Vitamin A zu schweren Entwicklungsstörungen. Versuche, die bereits 1930 an Schweinen 
durchgeführt wurden, demonstrierten, dass Vitamin A- Mangel während der Schwangerschaft 
sowohl zum Tod als auch zu diversen kongenitalen Fehlbildungen der Frucht führt (Hale F., 
1937; Mason K.E., 1935). Nahezu jedes Gewebe und Organ kann von den Folgen des 
Vitaminmangels betroffen sein. Die Missbildungen, die bei verschiedenen Spezies (Hasen, 
Ratten, Schafen, Rindern , Vögel), wie auch bei Menschen beobachtet wurden, betreffen das 
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Herz (z.B. inkomplette Ventrikelseptierung, Aortenbogendefekte), Auge (Anophthalmie und 
Mikrophthalmie), Gesichtsschädel (Hasenscharte), Extremitäten, Urogenitalsystem 
(Cryptorchismus, ektope Ovarien, Psuedohermaphroditismus und Nierendefekte), 
Lungengewebe (Hypoplasie), sowie das Nerven- (Hydrocephalus, Spina bifida) und 
Gefäßsystem (zusammengefasst in Maden M., 1998). Diese Defekte konnten durch Zugabe 
von Vitamin A mit der Nahrung verhindert werden. Die bioaktiven Retinoide müssen 
allerdings zu einem frühen Zeitpunkt in der Embryogenese zugeführt werden, in dem wichtige 
Ereignisse, wie die Bildung des Herzens, Kreislaufsystems, Hinterhirns, Magens etc. 
spezifiziert werden (zusammengefasst in Zile M.H., 2001).  
Die durch Überfluss von Vitamin A entstandenen Schäden gleichen sehr stark denen des 
Vitamin A- Mangels. So wurden auch Missbildungen im ZNS, wie Spina bifida und 
Abnormitäten von Gliedmaßen, Augen und Ohren beschrieben (Cohlan S.Q., 1953; Shenefelt 
R.E., 1972). Viele dieser Anomalien ließen sich auch beim menschlichen Embryo 
nachweisen, deren Mütter das Aknemedikament Accutane (13-cis-RA) während der 
Schwangerschaft einnahmen und sich dadurch unbeabsichtigt hoher RA- Konzentrationen 
aussetzten (Kochnar D.M., 1997; McCaffery et al., 2003). Da sich sowohl RA-Mangel als 
auch Exzess auf dieselben RA-abhängigen Gewebe auswirken (Auge, Ohr, Rückenmark, 
etc.), erklärt die verblüffend ähnlichen morphologischen Ausprägungen, wenngleich sie sich 
auch im Detail unterscheiden (Lohnes et al., 1994; Maden et al., 1996; Sockanathan S. und 
Jessell T.M., 1998). Zusammengefasst lässt sich daraus erkennen, dass entscheidend für eine 
regelrechte Embryogenese die Etablierung und Aufrechterhaltung der „richtigen“ 
Konzentration von RA ist. 
 
 
 
I.1.3 Retinsäure: Aufnahme, Speicherung und Metabolismus 
Nach Aufnahme in den Körper erfolgt die intestinale Resorption der hydrophoben Retinoide, 
wobei Gallensäuren einen unerlässlichen Co-Faktor darstellen. Dort oder innerhalb der 
Mukosa der Darmschleimhäute werden die RE zu ROH hydrolysiert. Carotinoide werden 
hingegen von den Mukosazellen aufgenommen und intrazellulär von der Carotene-15,15`-
Dioxygenase in Retinaldehyd (RAL) konvertiert. Anschließend wird das RAL von der 
Retinaldehydreduktase zu ROH reduziert. ROH gelangt in die Enterozyten, wo es von dem 
Enzym Lecithin: Retinol Acyltransferase (LRAT) reesterifiziert wird. Nachdem die RE 
gemeinsam mit anderen diätischen Lipiden in Chylomikronen eingebaut wurden, werden 
letztere in das lymphatische System sezerniert. Von dort werden sie zu ca. 75% von den 
  Einleitung 
 5 
Hepatozyten aufgenommen. Bei Bedarf werden die gespeicherten RE hydrolysiert und an 
RBP gebunden, das mit einem weiteren Plasmaprotein, dem Transthyretin, einen 1:1 molaren 
Komplex bildet, und über den Blutweg an RA-abhängige Zielgeweben abgegeben (Ross et al., 
Malik et al., 2000).  
Innerhalb der Zielzellen wird ROH entweder wieder in seine Speicherform überführt oder 
zu seinen biologisch aktiven Derivaten RAL und RA metabolisiert, die dann im Falle von 
ROH assoziiert mit dem zellulären ROH-bindendem Protein (CRBP für Cellular Retinol 
binding Protein) und von RA mit CRABP vorliegen (Blaner W.S. und Olson J.A., 1994). In 
einem ersten Schritt der RA-Synthese wird ROH reversibel zu Retinaldehyd (RAH) 
dehydriert. Diese Reaktion wird sowohl von NAD -abhängigen, mittellangkettigen 
zytosolisch aktiven, so wie NADP -abhängigen, kurzkettigen membrangebundenen 
Alkoholdehydrogenase (ADH) katalysiert. In der Familie der letztgenannten Enzyme 
existieren fünf verschiedene Isomere, von denen zumindest Typ I nachweislich durch Ethanol 
stimuliert wird (Su et al., 1998; Ross et al., 2000). Dieser Umstand bietet eine Erklärung für 
die Entwicklungsfehler, die beim fetalen Alkohol Syndrom auftreten, da diese Defekte denen 
des RA-Exzesses während der Gravidität sehr ähneln (Shenefelt R.E., 1972). Der zweite 
Hauptsyntheseschritt ist die irreversible Oxidation von RAL zu all-trans RA (atRA), die über 
NAD-abhängige Retinaldehyddehydrogenasen (RALDH), aber auch über FAD -abhängige 
Aldehyd- bzw. Xanthinoxidasen vermittelt wird (Napoli J.L., 1993, 1997; Lee et al., 1991). 
Über weitere enzymatische Umwandlung durch die NADPH- und Cytochrom P450-Systeme 
wird RA zu ihren Isoformen 4-hydroxy-RA, 4-oxo-RA, 3,4-didehydro-RA umgewandelt. 
Nach Bindung an ihre Rezeptoren, induzieren diese unmittelbar die Expression von 
Zielgenen. 
Der Abbau der Retinoide verläuft neben Glukuronidierung und Konjugation vornehmlich 
über drei Enzyme der CYP26 –Familie. Diese gehören der Cytochrom P450 Superfamilie 
Häm-bindender Monooxygenasen, die unspezifische Oxidationen einer Vielzahl von 
Verbindungen, unter anderem auch von Xenobiotika, katalysieren (Ross et al., 2000). Die 
Regulation der Retinoid-Homöostase erfolgt also über die zeitliche und räumliche Verteilung 
der am Metabolismus beteiligten Enzyme und bindenden Proteine. Auf diese Weise können 
innerhalb der Gewebe spezifische RA-Konzentrationsgradienten erschaffen werden, die 
Funktionen in der korrekten Ausdifferenzierung embryonaler Gewebe finden (Mey et al., 
1997; Romert et al., 1998; Yamamoto et al., 1998). 
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       Abb. III: Retinsäuremetabolismus                       (übernommen von Lane und Bailey, 2005) 
 
 
 
 
 
 
I.2 Retinoidrezeptoren und ihre Struktur 
Retinoide üben ihre pleiotropen Effekte über rezeptorvermittelte Induktion der Expression 
einer Vielzahl von Genen aus. Die Retinoidrezeptoren gehören zu der Superfamilie der 
ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren. Im Unterschied zu membrangebundenen 
Rezeptoren hydrophiler Liganden liegen sie im Zytoplasma der Zelle und diffundieren 
entweder nach Bindung ihrer lipohilen Liganden in den Zellkern oder liegen vor 
Ligandenbindung bereits intranukleär vor. Zu dieser Superfamilie werden die Rezeptoren für 
alle bekannten nukleären Hormone gezählt sowie diverse orphant receptors, deren Liganden 
bislang noch nicht identifiziert werden konnten. Allen Mitgliedern der Superfamilie ist eine 
zentrale DNS-Bindedomäne (DBD) gemein, die aus zwei Zinkfingermotiven besteht, über die 
rezeptorspezifische Seqenzen innerhalb der DNS gebunden werden. Ebenfalls verfügen alle 
Rezeptoren an ihrem C-Terminus über eine spezifische Liganden-Bindedomäne (LBD; Jones 
E., 1997).  
Retinoidrezeptoren werden in zwei Klassen eingeteilt: RA-Rezeptoren (RAR) und RX-
Rezeptoren (RXR). RAR binden als Heterodimer gemeinsam mit RXR an Direct Repeats 
innerhalb der Retinsäurerezeptor Enhancerregion (RARE für RA responsive element) ihrer 
Zielgene. RXR wirken darüber hinaus als ligandenunabhängige oder -abhängige, 
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heterodimere Partner anderer Rezeptoren der nukleären Rezeptorsuperfamilie, wie des 
Trijodthyronon Rezeptor, des 1,25-dihydroxy-Vitamin D3-Rezeptor oder des Peroxisomal 
Proliferator Activated Rezeptor und fördern die Bindung an deren jeweilige Responsive 
Elements (McCafferey P. und Dräger U.C., 2000). Insgesamt existieren sechs Gene, die 
Retinoidrezeptoren kodieren: drei für die RAR (α, β, γ) und weitere drei für die RXR (α, β, γ). 
Zudem existieren Isoformen (RARα1, α2, RXRγ1, RXRγ2, etc.), die durch alternatives 
Splicen der Gene und Verwendung verschiedener Promotorregionen zustande kommen (Leid 
et al., 1992). Die RAR-Familie wird sowohl durch atRA als auch durch 9-cis RA aktiviert. 
Daneben vermögen viele synthetische Substanzen, wie 14-hydroxy-14,4-Retroretinol, RA-
Rezeptoren zu aktivieren (Malik et al., 2000). Demgegenüber binden RXR nur 9-cis RA 
(Levin et al., 1992; Mangelsdorf et al., 1995).  
Die Aminosäurensequenz beider Rezeptorfamilien kann auf Grund ihrer Homologie 
untereinander und zu den anderen Rezeptoren der Superfamilie in sechs Regionen von A-F 
eingeteilt werden. Die A/B-Region am NH2-Terminus beinhaltet eine Activation Function-1, 
an die Transkriptionfaktoren binden und darüber die Expression der Rezeptoren in die Wege 
leiten können. In der C-Region befindet sich die DBD mit ihren zwei Zinkfingermotiven, die 
verantwortlich für das Erkennen der spezifischen Aminosäuresequenzen innerhalb der RARE 
der jeweiligen Zielgene ist. Die D-Region besitzt eine Art Gelenkfunktion. Daneben wird 
über eine noch ungeklärte familienspezifische Funktion spekuliert. In der E-Region wird 
neben der LBD eine weitere Activation Function-2 und die notwendigen 
Oberflächenstrukturen für die Dimerisierung mit anderen Rezeptoren kodiert. Über die 
Funktion der F-Region am Carboxylende existieren noch keine genaueren Erkenntnisse 
(zusammengefasst in Chambon P., 1996; Bastien J. und Rochette-Egly C., 2004).  
 
 
Abb. IV: Retinoidrezeptoren an DNA               (übernommen von Rastinejad F., 2001) 
                                    
                    RAR/RXR-Heterodimer an DNS                                                Zinkfingerbindung an Ziel-DNS 
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Die kristalline Struktur der Rezeptoren besteht aus zwei kurzen β-Faltblattsträngen, die über 
Haarnadelbiegungen in Kontakt stehen und 12 in drei Schichten angeordneten antiparallelen 
α-Helices (H1-H12), die als Sandwichformation beschrieben werden. 
 
 
 
I.2.2 Retinoidrezeptoren: Regulation 
Die Diversität des RA-Signals wird trotz der hoch konservierten Sequenz innerhalb der DBD 
durch Modulationsmöglichkeiten auf verschiedenen Ebenen der Genexpression gewährleistet. 
Zum einen ist ihr Einfluss in Abhängigkeit des jeweils gebundenen Liganden repressiv oder 
induktiv, zum anderen entscheidet der Bindungszustand des Homo- oder Heterodimers (apo = 
mit Liganden oder holo = ohne Liganden) über den Wirkungscharakter. In Anwesenheit eines 
Agonisten wird das holo- RXR/RAR-Heterodimer in seiner Konformation derart verändert, 
dass es die Interaktion mit Co-Aktivatoren, wie Steroid Rezeptor Co-Aktivator 1 an die 
Activation Function-2 seiner LBD vereinfacht und damit einhergehend die Affinität von Co-
Repressoren herabsetzt. Umgekehrt verhindert die Bindung eines Antagonisten diese 
Konformationsänderung.  
Darüber hinaus rekrutiert in Abwesenheit eines Liganden z.B. das RXR/RAR-Heterodimer 
Co-Repressoren, wie N-Cor, und supprimiert so die Expression des Zielgens (Pogenberg et 
al., 2005). Die Co-Regulatorproteine verfügen über ein kurzes Sequenzmotiv, das die 
Bindung an die Rezeptoren vermittelt. Co-Aktivatoren weisen zwischen einem und fünf 
Motiven auf, die über die Konsensussequenz LXXLL (L=Aminosäure Leucin und X= 
beliebige Aminosäure) verfügen. Bei den Co-Repressoren werden zwei bis drei 
Interaktionsdomänen mit der Konsensussequenz, LXXIXXXL, vorgefunden (Benko et al, 
2003). Sowohl Co-Repressoren als auch -Aktivatoren bilden α-Helices aus, mit denen sie an 
die LBD des Rezeptors binden. Gebunden an die LBD bilden die Co-Regulatorproteine 
Komplexe mit zusätzlichen Proteinen. Diese Komplexe aktivieren im Falle der Co-
Aktivatorproteine die Transkription über Interaktion mit basalen Transkriptionsfaktoren und 
Chromatin-Remodeling Enzymen (Histone, Acetytransferasen und Methyltransferasen). Diese 
Enzyme sind unerlässlich für die Synthese der Zielproteine. In den 
Multikomponentenkomplexen der Co-Repressorproteine sind Enzyme, wie die Histon-
Deacetylase assoziiert, die folglich die Transkription unterdrücken (zusammengefasst in 
Benko et al., 2003; McKenna N.J., 1999). 
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Ein weiteres Komplexitätslevel wird auf der Ebene der RARE hinzugefügt. Innerhalb aller 
Responsive Elements der Retinoidrezeptoren liegt ein sich wiederholendes hexameres 
Aminosäure-Sequenzmotiv (Konsensussequenz) vor, 5´- AGGTCA -3`, das von allen 
Rezeptoren erkannt wird. Die Anordnung der Aminosäuren innerhalb dieses Motivs variiert in 
vielfältiger Form. So kann sie sich entweder in gleicher Form als Direct Repeat (5`- 
AGGTCA….AGGTCA -3`) oder in Abwechslung mit der komplementären Aminosäuren-
Abfolge als Inverse Repeat (5`- AGGTCA….TGACCT -3`) oder auch abwechselnd in 
spiegelverkehrter Reihenfolge als Evert Repeat (5`- AGGTCA….ACTGGA -3`) wiederholen. 
Daneben existieren noch weitere Kombinationsmöglichkeiten dieser genannten 
Arrangements. 
Zu den angeführten Kombinationsmöglichkeiten wird die Rezeptorbindung außerdem durch 
die unterschiedliche Anzahl der Basenpaare, die die einzelnen Motive trennen, beeinflusst. 
Die Bindung beispielsweise von RAR an RXR plus deren Ligand und Bindungszustand 
erfordert die Ausbildung der für das Rezeptordimer passenden Dimerisationsoberfläche 
innerhalb der LBD beider Rezeptoren. Die Polarität der Rezeptorpartner bestimmt nach 
Bindung an die DNS die Ausbildung einer zweiten, für dieses Rezeptorpaar bestimmten 
Dimerisationsoberfläche in beiden DBD. Die darauf folgende Anordnung der Rezeptoren 
diktiert im Falle des RXR/RAR-Heterodimers die Bindung an Sequenzmotive, die zwei oder 
fünf Basenpaare auseinander liegen. 
Zuletzt sei noch der cross-talk erwähnt, der zwischen den Signalen, die über 
membrangebundene Rezeptoren (z.B. Insulinrezeptor) und denen, die über nukleäre 
Rezeptoren transduziert werden, Interaktionen ermöglicht. Wachstumsfaktoren können über 
membrangebundene Rezeptoren eine Signalkaskade in Gang setzten, in deren Folge RXR und 
RAR über Phosphorylierung stimuliert werden. Umgekehrt können RAR durch bislang 
unbekannte Wechselwirkung mit activation protein-1, ein Protein in der Promoterregion 
diverser Gene, die Expression von Genen, die nicht über RARE verfügen, supprimieren 
(zusammengefasst in Chambon P, 1996). 
Die angeführten Beispiele verdeutlichen, dass RA über diverse Mechanismen so gut wie in 
jeden Stoffwechsel eingreifen kann. 
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I.2.3 Retinoidrezeptoren: Verteilung und Funktion 
Obwohl die meisten Untersuchungen zu der zeitlichen und räumlichen Verteilung der Retino- 
-idrezeptoren in Mäuseembryos erfolgten, konnte durch den Vergleich zu der 
Rezeptorverteilung in Vögeln (Huhn und Wachtel) gezeigt werden, dass diese mit der in 
Säugern größtenteils übereinstimmt. Alle Rezeptoren bis auf RXRγ konnten bereits zu Beginn 
der Entwicklung in unterschiedlichen Spezies nachgewiesen werden. RARα, RARγ und 
RXRα lagen ubiquitär verteilt vor, wohingegen RARβ hauptsächlich in den Lateralplatten des 
Mesoderms und RXRγ in Herz und im Ektoderm der anterioren Neuralfalte gefunden wurde 
(Cui et al., 2003). Innerhalb des gesamten ZNS konnte RXRβ detektiert werden. Dagegen 
wiesen RARα and -β and RXRα und -γ ein wesentlich begrenzteres Expressionsmuster auf. 
RARα lag in Cortex und Hippocampus vor. RARβ und RXRγ wurden in den Dopamin-
innervierten Gebieten wie Caudatus/Putamen, Nucleus Accumbens und olfactorisches 
Tuberkel nachgewiesen. RARγ wurde mit Verschluss des Neuralrohrs nicht im ZNS 
aufgefunden (Ruberte et al., 1993; Zetterström et al., 1999). Im Gegensatz dazu zeigte RARγ 
eine weit verbreitete Verteilung in Wachtelembryonen (Cui et al., 2003).  
Innerhalb des visuellen Systems wurde die Rezeptorverteilung im Auge von Hühner- und 
Mäuseembryonen untersucht. Im Huhn konnten spätestens ab Entwicklungstag 3,5 alle 
Rezeptoren bis auf RXRβ detektiert werden (Hoover et al., 2001; Schneider et al., 2001). In 
der Mausretina wurden abgesehen von RARγ alle Retinoidrezeptoren aufgefunden (Mori et 
al., 2001). Es lassen sich jedoch keine Daten in der Literatur finden, die die 
Rezeptorverteilung im optischen Tektum beschreiben. 
Auf zellulärer Ebene konnte die anfänglich aufgestellte Hypothese, dass Retinoidrezeptoren 
sich einzig im Kern von Zellen befinden, nicht bestätigt werden (Chambon P., 1996). Es 
konnte empirisch gezeigt werden, dass die Retinoidrezeptoren, wie andere Kernrezeptoren 
auch, zwischen Nucleus und Zytoplasma pendeln können (Katagiri et al., 2000; Mackem et 
al., 2001).Zudem ergaben Untersuchungen im ZNS von Ratten, dass die Lokalisation von 
RXR abhängig vom jeweiligen Zelltyp ist (Moreno et al., 2004). 
Die Rolle der einzelnen Retinoidrezeptoren in-vivo wurde anhand von kock-outs ihrer Gene 
untersucht. Die Defekte, die dabei beobachtet werden konnten, entsprachen nicht den 
Erwartungen, die man auf Grund des spezifischen Expressionsmusters der Rezeptorsubtypen 
gestellt hatte. Die Deletion individueller RAR führte zu keinen gravierenden phänotypischen 
Konsequenzen. RARß-null Mutanten erschienen gänzlich normal (Luo et al., 1995). Die von 
RARα verstarben kurze Zeit nach der Geburt, zeigten aber außer degenerierten Hoden und 
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teilweiser zu beobachtender Syndaktylie, als Zeichen unzureichender apoptotischer 
Degeneration der Interdigitalräume, keine äußerlichen Auffälligkeiten (Lufkin et al., 1993).  
Ähnlich traten RARγ-null Mutanten in Erscheinung (Kastner et al., 1995). Auch die knock-
outs der RXR, von denen man wegen ihrer Interaktionen mit den anderen Rezeptoren 
schwerwiegende Missbildungen prophezeite, blieben hinter den Erwartungen. RXRß-null 
Tiere erwiesen sich als morphologisch normal, abgesehen von sterilen männlichen Tieren 
(Kastner et al., 1996). Der knock-out des RXRα-Gens bedingte allerdings derart tiefgreifende 
kardionale Fehlbildungen, dass die Tiere noch während der Embryonalphase verstarben. 
Keine der aufgeführten Anomalien wurde auf der Basis ihres Expressionsmusters erwartet. 
Die Ergebnisse suggerieren hohe Redundanz der Funktion der Subtypen der jeweiligen 
Rezeptorfamilie und lassen vermuten, dass diese funktionellen Substitutionsmöglichkeiten 
einen Schutzmechanismus innerhalb der Embryogenese repräsentieren (Ross et al., 2000). 
Versuche, in denen die Gene von Mitgliedern aus beiden Rezeptorfamilien kombiniert 
ausgeschaltet wurden, äußerten sich in starken Entwicklungsdefekten, die in ähnlicher Weise 
auch beim Vitamin A -Mangelsyndrom auftreten. Diese Resultate zeugen zum einen von 
niedriger funktionaler Redundanz zwischen den RA- und RX-Rezeptoren und zum anderen 
implizieren sie, dass RXR/RAR-Heterodimere jene Funktionseinheiten darstellen, über die 
das RA-Signal vermittelt wird (Kastner et al., 1997). 
 
 
 
I.3 CRABP 
Neben Retinoidrezeptoren bindet RA an extrazelluläre und intrazelluläre Bindeproteine. 
Während die extrazellulären RBP hauptsächlich Transportproteine darstellen, schützen die 
intrazellulären Bindeproteine Retinoide vor unspezifischer Oxidation oder Isomerisation und 
die Zelle vor der Einlagerung der amphipathischen Verbindungen in ihre Membran. 
Funktionell wichtiger jedoch ist ihr Einfluss auf den Metabolismus der Retinoide, da diese in 
gebundener Form Substrat nur weniger Enzyme sind und so ein definierter Reaktionsablauf 
gewährleistet werden kann (Napoli J.L., 1997). CRABP-I und -II gehören zu der Familie der 
intrazellulären Lipid-bindenden Proteine (iLBP), die hydrophobe Liganden durch Bindung in 
einer inwendigen Tasche im wässrigen Medium der Zelle in Lösung halten (Krishnan et al., 
2000). Beide Proteine sind aus 136 Aminosäuren aufgebaut und besitzen ein 
Molekulargewicht von ca. 16 kDa (Donovan et al., 1995). CRABP-I und -II kommen bei allen 
Vertebraten vor und sind hoch konserviert zwischen den Spezies. Die Aminosäuresequenz 
von CRABP-I in Ratte, Rind und Maus unterscheidet sich von der im Menschen in lediglich 
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einer Aminosäure und untereinander besteht bei ihnen sogar 100% Homologie (Aström et al., 
1991). Verglichen miteinander, sind beide Proteine zu 72% identisch. Zum einen lassen ihre  
Abweichungen voneinander auf unterschiedliche Interaktion mit Liganden schließen, und 
zum anderen legt die konservierte Struktur einen hohen Selektionsdruck bzw. eine wichtige 
Funktion dieser Proteine im Organismus nahe (Donovan et al., 1995). In-vivo Untersuchungen 
mittels knock-outs ihrer Gene in Mäusen konnten diese Vermutung, zumindest für die 
Entwicklung in-utero, jedoch nicht bestätigen, da die Tiere keine gravierenden 
phänotypischen Auffälligkeiten aufwiesen (Lampron et al., 1995). Es wird daher 
angenommen, dass ihre Funktion erst in Zuständen Vitamin A- Mangels zum Tragen kommt 
(Ross et al., 2000). Die Lebenserwartung der double-knock-out-Maus war allerdings mit einer 
Sterberate von 9% in den ersten sechs Lebenswochen signifikant reduziert (Fawcett et al., 
1995). Beide Proteine besitzen eine hohe Bindungsaffinität zu atRA (Napoli J.L., 1999), 
wobei CRABP-I die von CRABP-II um das Fünffache übertrifft (Tian et al., 1997) und in 
etwa mit der der Retinoidrezeptoren übereinstimmt (Li E, 1999). Ihre hohe Affinität zu RA 
deutet darauf hin, dass sie den Retinoidsignaltransduktionsweg durch Konkurrenz 
untereinander und mit den Retinoidrezeptoren um denselben Liganden beeinflussen können. 
 
 
 
I.3.2 CRABP-I: Struktur 
Die kristalline Form von CRABP-I besteht aus zehn antiparallelen Strängen mit ß-
Faltblattstruktur, die meanderförmig angeordnet sind und zwei kurzen α-Helices. Die ersten 
beiden ß-Stränge werden durch ein Helix-Schleife-Helix-Motiv und die restlichen über 
Haarnadelbiegungen verbunden. Die ß-Stränge liegen als zwei fünfsträngige fast orthogonal 
zueinander stehende Felder vor, die eine große innere Ligandenbindungstasche ummanteln 
(Banaszak et al., 1994). Die Oberfläche dieser Bindungstasche ist sowohl aus hydrophilen als 
auch aus hydrophoben Aminosäuren zusammengesetzt (Chen G. und Radominska-Pandya A.; 
2000). Die Funktionseinheit des Proteins besteht aus zwei CRABP-I Molekülen (A und B), 
die über ein gemeinsam gebildetes ß-Faltblatt in Verbindung stehen (Li E. und Norris N., 
1996). Untersuchungen mit NMR-Technik zeigten, dass CRABP-I Moleküle mit und ohne 
RA bei einem pH um den isoelektrischen Punkt herum (pH=4,76) untereinander assoziieren 
(Rizo et al., 1994). In-vitro Studien bestätigten die Tendenz sowohl der apo- als auch der 
holo-Form von CRABP-I Dimere, Aggregate und auch höhere Oligomere zu bilden, wenn es 
in hohen Konzentrationen (ab 1,2 mM) vorliegt. In-vivo konnte diese Beobachtung jedoch 
noch nicht nachgewiesen werden, und über eine mögliche Bedeutung der 
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konzentrationsabhängigen Oligomerisierung wird noch spekuliert (Krishnan et al., 2000). 
Entscheidend für die RA-Bindung sind insgesamt fünf Aminosäuren, die RA binden und 
allesamt in der Nähe der α-Helices lokalisiert sind (Trp7, Lys20, Arg29, Lys38 und Trp109). 
In Bezug auf das RA-Bindungsmodell, das auf der Kristallstruktur von CRABP-I basiert, wird 
die Aminosäure Tryptophan an Stelle 7 und 109 in der Aminosäurensequenz als eine Art Tür 
der Ligandenbindungstasche betrachtet, die RA daran hindern soll von dem Protein zu 
dissoziieren (Chen G. und Radominska-Pandya A., 2000). Die Aminosäure Arginin an Stelle 
111 und 131 der Sequenz bindet ebenfalls RA. Hier steht die positiv geladene funktionelle 
Gruppe von Arginin in Kontakt mit der Carboxylgruppe von RA. Da RA sich durch die 
Carboxylgruppe von RAL und ROH unterscheidet, ist anzunehmen, dass Arginin für die 
Spezifität von CRABP-I für RA verantwortlich ist (Chen et al., 1995; Wang et al., 1997). Die 
Ausbildung intermolekularer ß-Faltblätter zwischen CRABP-I untereinander und anderen 
Proteinen kann eine Veränderung in der Bindungstaschenstruktur bewirken. Dadurch könnte 
die zuvor beschriebene Tür sich „öffnen“ und folgend die Bindungsaffinitäten der 
Bindungsstellen so verändern, dass die Übertragung von RA von CRABP-I auf andere 
Proteine erleichtert wird. Eine beschriebene Phosphorylierung von CRABP-I könnte die 
nötige Energie für eine solche Konformitätsänderung in-vivo bereitstellen. 
 
Abb. V: CRABP-I -Struktur              (übernommen von Chen und Radominska-Pandya, 2000) 
 
 
 
 
 
   seitlich      von vorne 
 
 
 
I.3.3 CRABP-I: Regulation 
Die Regulation des CRABP-I Gens erfolgt indirekt über verschiedene 
Signaltransduktionswege, wobei Proteinkinasen (Wei et al., 1995), DNS-Methylasen und 
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Schilddrüsenhormonen (Wei et al., 1997) zu einem sehr komplexen Regulationsmechanismus 
beitragen. In der Maus wurde CRABP-I auf Grund seiner Promotersequenz als house- 
keeping-Gen identifiziert, d.h. dass CRABP-I innerhalb von Zellen zu denjenigen Proteinen  
zählt, die zur Aufrechterhaltung der basalen Zellfunktionen benötigt werden und daher 
konstant exprimiert werden (Wei et al., 1990). Da die Promotorsequenz von CRABP-I in 
Rindern sich sehr ähnlich darstellt (Shubeita et al., 1987), wird angenommen, dass die 
Regulationsmechanismen für die Expression dieses Gens folglich ihres evolutativen 
Durchsetzungsvermögens eine wichtige Stellung im Organismus einzunehmen scheinen. Im 
Tierexperiment konnte nachgewiesen werden, dass die Information für die stadienspezifische 
Regulation von CRABP-I in Embryonen innerhalb dieser Sequenz zu finden ist und zwar 
innerhalb einer Region der Promotersequenz, die 3kb vor dem Transkriptionsbeginn liegt 
(Wei et al., 1994; Kleinjan et al., 1997). In dieser Region fanden sich interessante Merkmale, 
wie ein Guanin/Cytosin-Gehalt von mehr als 70%, 9 Paare Inverted Repeats, mehrere 
potentielle Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, wie hormone response elements 
(HRE) und Konsensussequenzen für activation Protein-1 & -2 (Wei et al., 1990; Wei et al, 
1996). Neueren Erkenntnissen zufolge üben die genannten HRE besonders stark suppressive 
Wirkung auf die CRABP-I Expression in P19-Zellen der Maus (embryonale Karzinomzellen) 
aus. Eine besondere Bedeutung kommt dabei dem Schilddrüsenhormonrezeptor T3Rβ zu, der 
allein oder als Heterodimer mit RXRβ an diese HRE bindet und darüber die Synthese von 
CRABP-I unterdrückt (Wei L.N. und Chang L., 1997). Die AP-Bindungsstellen andererseits, 
führten in denselben Zellen zu einer erhöhten CRABP-I -Expression (Wei et el., 1995), sowie 
zu Demethylierung der CG-reichen Region (Wei L.N. und Lee C.H., 1994). In embryonalen 
Stammzellen wurde CRABP-I in Zusammenhang niedriger RA-Konzentrationen induziert 
und hoher RA-Konzentrationen supprimiert (Chen A.C. und Gudas L.J., 1996). 
Untersuchungen in transgenen Mäusen und embryonalen Karzinomzellen demonstrierten eine 
abnorme Zelldifferenzierung und RA-induzierte Genexpression in Verbindung mit erhöhter 
CRABP-I -Expression (Wie et al., 1992; Boylan J.F. und Gudas L.J., 1991). In anderen Zellen 
wiederum, wie F9-Zellen (Giguere et al., 1990), Hautzellen und Fibroblasten (Astrom et al., 
1991) wurde die Synthese von CRABP-I überhaupt nicht durch RA beeinflusst. Zudem 
scheint die Expression zusätzlich neben den genannten endogenen Faktoren ebenso durch 
exogene Faktoren, wie Ernährung bestimmt zu werden. Sowohl im Tierversuch als auch im 
P19-Modellsystem wurde CRABP-I durch Zugabe von Ethanol signifikant hochreguliert (Bi 
et al., 2001).  
  Einleitung 
 15 
Zusammengefasst verdeutlichen daher die angeführten Beispiele, dass die Regulation von 
CRABP-I innerhalb einer spezifischen Zelle einerseits von deren jeweiligen DNS-Status und 
andererseits von den verfügbaren endogenen als auch exogenen nukleären Faktoren abhängig 
ist. 
 
 
 
I.3.4 CRABP-I: Verteilung 
In Vertebratenembryos liegt CRABP-I besonders hoch konzentriert innerhalb der Gewebe 
vor, die sensibel auf RA-Überschuss reagieren, wie Gehirn, Rückenmark, peripheres 
Nervensystem, cranofasziales Mesenchym und den Extemitätenknospen. Im Gegensatz dazu 
wird es in der Epidermis und dem Herzen überhaupt nicht exprimiert (Maden M., 1994). Das 
Expressionsmuster dieses Proteins innerhalb des ZNS von Mäusen, Hühnern und 
Pufferfischen erstreckt sich kaudal des Diencephalons bis einschließlich zum 
Rhombencephalon mit Schwerpunkt auf Rhombomer vier. Dieses befindet sich an der Grenze 
zwischen den RA sensiblen anterioren und den weniger sensiblen posterioren 
Rhombencephalonregionen. CRABP-I könnte dort die Menge an RA regulieren, die aus den 
posterioren Gehirnanteilen in die empfindlichen anterioren Gebiete diffundiert (Kleinjan et 
al., 1998). In den Beinknospen ist CRABP-I vor allem in sich schnell teilenden RA-
responsiven Zellen am distalen Ende innerhalb der Progresszone zu finden. Interessanterweise 
liegt CRABP-I innerhalb dieser Zone in abnehmender Konzentration entlang der anterior-
posterioren Achse in entgegengesetzter Polarität zu seinem Liganden RA vor. Im 
Nervensystem zeigen Zellen der Neuralleiste, wie sympathische Ganglienzellen und 
sensorische Axone sowie Abkömmlinge des Neuralrohrs eine starke CRABP-I - 
Immunreaktion (IR) (Maden et al., 1989). Im Hühnerembryo wird CRABP-I ab 
Entwicklungstag drei (E3) detektiert, wobei im Auge retinale Ganglienzellen der zentralen 
Retina eine CRABP-I -IR vorweisen, die mit zunehmender Entwicklung wieder abnimmt 
(Mey et al., 2001). Im adulten Vertebraten kann CRABP-I in diversen Geweben in niedriger 
Konzentration und in hoher Konzentration in Auge und Hoden nachgewiesen werden 
(Ruberte et al., 1993).  
Intrazellulär liegt CRABP-I hauptsächlich im Zytoplasma vor, konnte aber auch im Zellkern 
von COS-Zellen und verschiedenen anderen Zelllinien nachgewiesen werden (Gaub et al., 
1998). Im Gegensatz dazu ergaben die Versuche von Ruff und Ong (2000), eine 
ausschließlich zytosolische Lokalisation von CRABP-I. Weitergehend zeigten sie, dass sich 
die Verteilung von CRABP-I mit der von Mitochondrien deckte. Daraus ließe sich schließen, 
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dass das RA bindende Protein im Zytosol an Mitochondrien gebunden vorliegt. Im Hinblick 
auf diese Ergebnisse sollte berücksichtigt werden, dass nicht nur CYP450, sondern auch 
Mitochondrien eine Rolle im RA-Katabolismus spielen können. 
 
 
 
I.3.5 CRABPI: Funktion 
CRABP-I sind Transportproteine, die in den intrazellulären Transport und Metabolismus von 
atRA und anderer RA-Derivate involviert sind (Ong et al., 1994). Ihre genaue Funktion in 
vivo ist dennoch nicht gänzlich verstanden und es werden verschiedene Aufgaben diskutiert. 
Da die CRABP-I -Expressionsrate im Gewebe positiv mit der Anfälligkeit für RA korreliert 
(Balling et al., 1991; Gustafson et al., 1993; Maden et al., 1994), kam man zu der Hypothese, 
dass CRABP-I protektiv in den sensiblen Zellen wirkt, weil es RA mit hoher Affinität bindet. 
In gebundener Form steht RA den nukleären Rezeptoren nicht mehr zur Verfügung und kann 
somit keinen Einfluß auf die Transkription ausüben (Boylan J.F. und Gudas L.J., 1991).   
   Zudem wird RA gebunden an CRABP-I von dem katabolischen Enzym CYP26, einer 
Oxidase der P450-Familie, bevorzugt. Daher beschleunigt CRABP-I zusätzlich den Abbau 
von RA (Fiorella P.D. und Napoli J.L., 1994; Boylan J.F. und Gudas L.J., 1992). Demzufolge 
kann CRABP-I über diese beiden Mechanismen die transkriptive Funktion der RA inhibieren 
und somit zur Entstehung morphogenetischer Gradienten von RA in der 
Embryonalentwicklung beitragen (Napoli J.L., 1996).  
   Eine weitere Funktion von CRABP-I könnte die Aufnahme von externer RA sein, da es fast 
ausschließlich in Zellen exprimiert wird, die nicht über RA-synthetisierende Enzyme 
verfügen, aber auf externe RA reagieren, wie Zellen der Neuralleiste, des Kleinhirns und 
Interneurone des Rückenmarks (Yamamoto et al., 1996; Shiga et al., 1995; Kleinjan et al., 
1997). Die Reaktion dieser Gewebe auf bereits niedrigste RA-Mengen könnte auf die 
Anwesenheit und Effizienz von CRABP-I zurückzuführen sein (Balling R., 1991; Vaessen 
M.J., 1990). Ebenso konnte CRABP-I in den Axonen einer Reihe von Neuronen 
nachgewiesen werden (Shiga et al., 1995; Maden et al., 1992; Giguere V., 1994). Da Neurone 
in Zellkörper und weitreichende Projektionen polarisiert sind, erscheint es denkbar, dass 
CRABP-I wichtig für die Aufnahme und den Transport externer RA zum Zellkörper sein 
könnte. Diese Funktion käme besonders in Zeiten RA-Mangels als auch in Zellen ohne eigene 
RA-herstellende Enzyme zum Tragen. Umgekehrt könnte zudem RA durch CRABP-I über 
die Neuriten lokalisiert an das umgebende Gewebe abgegeben werden (zusammengefasst in 
Ross et al., 2000).  
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   Bislang existieren keine Anzeichen dafür, dass CRABP-I selbst als Transkriptionsfaktor 
agieren kann, obwohl es, wie bereits besprochen, neben der überwiegenden zytoplasmatischen 
Lokalisation auch intranukleär detektiert wurde (Venepally et al., 1996; Gustafson et al., 
1999). CRABP-I kann aber die Transkriptionsaktivitäten der Rezeptoren beeinflussen. 
Untersuchungen an F9 Teratokarzinomzellen zeigten, dass erhöhte CRABP-I Expression die 
transkriptionelle Aktivität der Retinoidrezeptoren unterdrückt. Dieselben Versuche mit COS-
7- und CV-1-Zellen hingegen blieben ohne Auswirkung auf die Transkription. Diese 
widersprüchlichen Ergebnisse führten zu der Behauptung, dass CRABP-I die Transkription 
nur in den Zellen inhibiert, die über Enzyme verfügen, die unter dem Einfluß von RA stehen. 
Das ist bei F9-Zellen im Gegensatz zu COS-7- und CV-1-Zellen der Fall (Boylan J.F. und 
Gudas L.J., 1991; 1992; Venepally et al., 1996).  
   Eine weitere Überlegung ist, dass CRABP-I eventuell eine Doppelrolle zukommt und je 
nach humoralem Signal und RA-Konzentration diese in der Zelle puffert oder für den Abbau 
verfügbar macht (Giguere et al., 1994).   
 
Abb. VI: mögliche Funktionen von CRABP-I      (nach Maike Jüngling) 
 
 
 
 
 
 
Funktion a: 
1.Abbau durch CYP26 
2.Schutz vor RA 
3.Abschalten des RA-Signals 
4.Gradientenbildung 
 
 
 
 
Funktion b: 
1.Aufnahem von RA aus EZR 
& Puffern  
2. Speicherung von RA 
3.Kontrolle der aktiven RA   
   durch Bindung 
4.axonaler Transport von RA 
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I.4 Entwicklung des Gehirns beim Haushuhn 
Nach 26-33h Inkubation schließt sich die Neuralfalte und bildet das Neuralrohr aus. Aus dem 
anterioren Anteil differenzieren sich die drei Gehirnbläschen: das Proencephalon 
(Vorderhirn), das Mesencephalon (Mittelhirn) und das Rhombencephalon (Nachhirn). Der 
restliche Teil des Neuralrohrs differenziert sich zum Rückenmark. Kurze Zeit darauf 
entstehen aus dem Proencephalon Diencephalon und Telencephalon. Das Rhombencephalon 
differenziert sich weiter in Metencephalon (späteres Cerebellum und Pons) und 
Myelencephalon (spätere Medulla oblongata). Aus dem posterior gelegenem Diencephalon 
entwickeln sich über die Augenbläschen die späteren Augen. Das optische Tektum entstammt 
dem Mesencephalon (Bellaris und Osmond, 1998).  
Die Ausbildung der Augenanlage ist nach ungefähr 30h Inkubationszeit seitlich des 
Proencephalons zu erkennen. Die Mehrheit der retinalen Ganglienzellen projiziert zum 
Tektum und ein geringer Anteil zum Thalamus. Die ersten Axone erreichen das Chiasma 
opticum um Tag vier des Entwicklungszyklus. Entlang des optischen Trakts gelangen sie am 
sechsten Entwicklungstag bis in die kontralaterale Seite des optischen Tektums. Im Tektum 
wird die kontralaterale Netzhaut spiegelverkehrt in Form von Raumkarten abgebildet 
(Knudsen E.I., 1982; Luksch et al., 2003). Zudem erhält das Tektum auditorische Afferenzen 
und dient beim Vogel der Wahrnehmung von Farbe, Helligkeit, Mustern, Bewegung und der 
Sehschärfe. Besonders die letzte Funktion ist auf die präzise eingehaltene Wiedergabe der 
räumlichen Anordnung der Netzhaut angewiesen (Hodos W. und Karten H.J., 1966). 
Zwischen dem 11ten und 16ten Entwicklungstag reduziert sich die Ganglienpopulation unter 
eingeleiteter Apoptose auf weniger als ein Drittel ihrer Ausgangszahl. Diese Elimination 
retinaler Neurone wird von den zentralen Zielregionen der primären Sehbahn beeinflusst. So 
konnte demonstriert werden, dass tektale Innervation das Überleben der differenzierten 
Ganglienzellen sicherstellt (Thanos S. und Mey J., 1995; Mey J. und Thanos S., 2000). 
Die Entwicklung des optischen Tektums vollzieht sich parallel zur Augenentwicklung. 
Morphlogisches Wachstum, d.h. Größenzunahme, beginnt ab Tag drei und die histologische 
Differenzierung der tektalen Zellen ereignet sich hauptsächlich ab Tag 6 bis zu Tag 14. Wie 
bei den meisten anderen Neuroepithelien auch, kann die Entwicklung in vier sich 
überlappende Phasen unterteilt werden. Zunächst erfolgt eine Phase der Zellvermehrung 
(Proliferation) mit einem Maximum zwischen E3 bis E6 und sich bis zum zwölften 
Entwicklungstag erstreckt, die gefolgt wird von Wanderungsprozessen (Migration) der 
differenzierten Zellen an ihre Zielstandorte innerhalb des Gewebeverbandes. Diese 
Wanderung findet in drei aufeinander folgenden Wellen statt, die von innen nach außen 
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verlaufen und ihren Ursprung vom Neuralepithel (NE) nehmen. Zuerst wandern die Zellen 
des zukünftigen Stratum Griseum Centrale (SGC) und Stratum Griseum Periventrikulare 
(SGP) zwischen Tag vier und sechs, gefolgt von denen der oberflächlichen Schichten des 
Stratum Griseum et Fibrosum Superficiale (SGFS) zwischen Tag fünf und acht und zuletzt 
die der tiefen Schichten des SGFS zwischen Tag sieben und 16. Ab dem 16. Entwicklungstag 
können alle Schichten des adulten optischen Tektums erkannt werden. Die sechs 
Hauptschichten, die von der Piaoberfläche einwärts an benannt wurden, sind folgende: 1). 
Stratum Opticum (SO), 2). SGFS, 3). SGC, 4). Stratum Album Centrale (SAC), 5). SGP, 6). 
Stratum Fibrosum Periventrikulare (SFP). Zu diesen Schichten wird noch eine 
Ependymschicht (EP), die direkt dem Ventrikel zugewandt ist erkannt. Innerhalb des SO 
befinden sich Gliazellen und Fasern, die vom optischen Trakt stammen und an ihrem 
Zielpunkt angekommen rechtwinklig in das SGFS drehen, um dort zu enden. Das SGFS wird 
von Cowan und Kollegen in 10 Unterschichten unterteilt, die von außen nach innen mit a bis j 
benannt sind und von denen fünf zellulär (Lamina a, c, e, g, i) und fünf plexiform (Lamina b, 
d, f, h, j) gekennzeichnet sind (siehe Seite 44 Abb. 13). Viele Fasern des SO enden in einem 
begrenzten zylindrischen Feld in Lamina c. Die Axone der Zellen des SGC bilden den 
Hauptbestandteil des SAC, aus dem fast alle efferenten Fasern das Tektum verlassen und mit 
weiteren mehr den massiven tektalen Arm, über den das Diencephalon und das Stammhirn 
erreicht wird, bilden.  
Scicolone und Kollegen konnten durch Ihre Untersuchungen demonstrieren, wie aus einer 
einzigen Schicht tektaler Stammzellen, der Generativen Zone (GZ), alle weiteren Schichten 
des adulten Tektums hervorgehen (Scicolone et al., 1995). Die nachstehende Graphik 
veranschaulicht diesen Entwicklungsprozeß (Abb. VII). 
Im Anschluss an die Migrationsphase erfolgt die Synaptogenese, die das Wachstum der 
Axone bzw. Dendriten und die Ausbildung von Kontakten untereinander, die über die 
Zellfortsätze vermittelt werden beinhaltet. Die vierte Phase beschreibt regressive 
Veränderungen, i.S. von Zelluntergang nicht effizient arbeitender und verknüpfter Zellen. Die 
beschriebene Entwicklung erfolgt, wie auch in der Retina, früher in den rostralen und ventro-
lateralen als in den caudalen und dorso-medialen Regionen. Die retinalen Fasern wandern ab 
E9 in die äußeren Schichten des Tektums ein, dennoch wurden die ersten visuell evozierbaren 
Potentiale erst nach dem siebzehnten Tag erfasst (zusammengefasst in LaVail J.H. und 
Cowen W.M., 1971; Mey J. und Thanos S., 2000). 
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                 Abb. VII: Darstellung der Entwicklung der tektalen Schichten  
          
          (übernommen von Scicolone et al., 1995) 
 
 
 
I.4.2 Funktion der RA bei der Gehirnentwicklung  
In der Embryogenese von Vertebraten werden vier wesentliche Funktionen von RA 
diskutiert.1). anterior-posteriore Musterbildung, 2). Förderung von Differenzierung und 
Axonwachstum und 3). der Proliferation (Berggren et al., 1999).  
   Damit RA korrekt agiert, muss es zur richtigen Zeit an der richtigen Stelle in der richtigen 
Konzentration vorliegen. Retinsäure selbst kann nur ab einer bestimmten Konzentration 
mittels HPLC in Geweben nachgewiesen werden und innerhalb eines Gewebes überhaupt 
nicht sichtbar gemacht werden. Das Verteilungsmuster der RA auf- und abbauenden Enzyme, 
die darüber bestimmen wo und wann RA vorliegt, ist daher von großer Bedeutung und erlaubt 
Erkenntnisse darüber, wo RA die Morphogenese beeinflusst. 
Im Gegensatz zu der Retina und der craniofacialen Region ist die RA-Synthese im Gehirn 
auf wenige Stellen konzentriert. Innerhalb des visuellen Systems konnte RALDH-1 in der 
dorsalen und RALDH-3 in der ventralen Retina sowie beide in den retinalen Axonen 
detektiert werden. RALDH-3 lag darüber hinaus im Augenbläschen und –stiel vor. In RA-
Reportermäusen wurde RA-Wirkung im Tektum einige Tage vor Einwachsen der RALDH 
enthaltenden retinalen Fasern beobachtet. Da das optische Tektum selber nicht über RA-
herstellende Enzyme verfügt, wurde nach möglichen RA-Liferanten gefahndet. Zum einen 
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diffundiert von den Somiten hergestellte RA in das Gehirn zum andern konnte gezeigt 
werden, dass die umgebenden Gehirnhäute und die lateralen ganglionären Eminenzen des 
ventralen Telencephalons im Stande sind, RA zu synthetisieren (Niederreither et al., 1997; 
Maden et al., 2003, Luo et al., 2004). Über diese restriktive Synthese kann RA vermutlich als 
Morphogen wirken, das Positionsinformationen im Embryo bereithält (Beggren et al., 1999). 
Diese Annahme wird von der Beobachtung unterstützt, dass Hox-Gene (Homeobox-
enthaltende Transkriptionsfaktoren), die entlang der zentralen Körperachse exprimiert (hox-
code) werden und in die Determinierung der anterior-posterioren Achse des Embryos 
involviert sind, RARE enthalten, über diese RA Zielgene aktivieren kann. Hox-Gene liegen in 
allen Organismen hoch konserviert und auf einem Chromosom in gleicher Reihenfolge in 
„clustern“ angeordnet vor. Das erste Gen am 3`-Ende wird zuerst und in den am weitesten 
kranial/rostral gelegenem Körpersegment exprimiert. Zu niedrige RA-Konzentrationen 
bewirken daher einen Expressionsverlust der weiter kaudal/dorsal gelegenen Gene, was dazu 
führt, dass hintere Körpersegmente nicht ausgebildet werden (loss-of-function Mutation) und 
z.B. das Fehlen des Hinterhirns bei entwickeltem Vorderhirn bei Vitamin A- Mangel erklären 
mag (Maden et al., 1996; Gale et al., 1999). Die Hox-Gene am 3´-Ende reagieren sensibler, 
d.h. auf niedrigere Konzentrationen von RA als jene am 5´-Ende und werden deshalb durch 
einen Überschuss an RA als erstes in ihrer regelrechten Funktion gestört (Simeone et al., 
1990,1991; Marshall et al., 1992). Zusätzliche Gaben von RA zeigten im Xenopus eine 
anterior-nach-posteriore Transformation, d.h. hier wurden die vorderen Körpersegmente 
fehlgebildet und durch hintere Segmente ersetzt (gain-of-function Mutation). Die Reduktion 
des Vorderhirns (Proencephalon und Mesencephalon), bei überproportionalem Wachstum von 
Hinterhirn und Rückenmark im Xenopus demonstrierte diesen Effekt (Maden et al., 1990). 
Die im Zusammenhang mit RA-Exzess z.B. beobachteten kraniofascialen Missbildungen 
könnten deshalb auf die Sensibilität der mehr rostral gelegenen Hox-Gene auf niedrigere RA- 
Konzentrationen zurückzuführen sein (Lammer et al., 1985; Marshall et al., 1992).  
Ein weiterer Effekt von RA ist ihr stimulierender Einfluß auf die Aussprossung von 
neuronalen Zellfortsätzen. In Abwesenheit von RA konnten bei Motorneuronen des 
Neuralrohrs verkürzte und fehlerhaft orientierte Zellfortsätze nachgewiesen werden (Maden et 
al., 2003). Versuche an entwickelnden Xenopus, die in RA versetzten Bädern gehalten 
wurden, ergaben Hinweise darauf, dass RA Einfluss auf die retinotectale Projektion nimmt. 
Diese Frösche charakterisierte eine überschiessende und fehlgeleitete Projektion der retinalen 
Fasern (Manns und Fritzsch, 1991). Bislang existieren keine weiteren Daten, die diese 
Ergebnisse unterstützen. 
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I.5 Fragestellung der Arbeit 
 
 
Im Rahmen meiner Doktorarbeit soll die Verteilung der sechs verschiedenen 
Retinoidrezeptoren und des zellulären RA-bindenden Proteins CRABP-I im optischen Tektum 
des Haushuhns Gallus gallus während der Gehirnentwicklung untersucht werden. Das Dach 
des Mittelhirns ist die wichtigste Schaltstation innerhalb der Sehbahn von Vögeln und dient 
der Erstverarbeitung visueller Stimuli. Nahezu alle Neurone der Netzhaut besitzen Axone, die 
ins optische Tektum projizieren. Seine Beliebtheit als entwicklungsbiologisches 
Modellsystem begründet sich auch in dem in allen Vogelarten auftretenden einheitlichen 
laminären Aufbau, der zytoarchitektonische Untersuchungen, die die Regelung von 
Zellmigration, Proliferation, Differenzierung und Apoptose erkunden, vereinfacht. Obwohl 
einige Unterschiede zum Colliculus superior, dem tektalen Pendant im Säugetier vorliegen, 
besitzen beide Strukturen so viele Übereinstimmungen in den Zellpopulationen, 
Kontaktmustern und ihrer Physiologie, dass die Ergebnisse stellvertretend für alle Vertebraten 
verstanden werden können. Wie einleitend beschrieben, ist RA ein wichtiger 
morphogenetischer Faktor, sowohl in der Entstehung des Nervensystems als auch im adulten 
Organismus. Unter Verwendung der jeweils spezifischen Antikörper gegen die Rezeptoren 
und CRABP-I, lassen sich die Zellen, in denen sie vorkommen detektieren und Aussagen über 
ihre intrazelluläre und intralamelläre Lage treffen. Morphologie und Lage der Zellen 
innerhalb der tektalen Schichten erlauben Rückschlüsse auf ihr Differenzierungsstadium. 
Anhand des Vergleiches unterschiedlicher Entwicklungsstadien untereinander können 
differierend auftretende zeitliche und räumliche RA-Signale erkannt werden und ergeben 
Hinweise auf die Funktion des RA-Signals in den Differenzierungs- und Migrationsprozessen 
der tektalen Neurone.  
 
Zusammengefasst werden folgende Aspekte betrachtet: 
 
1. Sind die Zielzellen der primären Sehbahn auch Ziele des vermuteten RA-Signals? 
2. Charakterisierung des räumlich-zeitlichen Expressionsmusters der 
Retinoidrezeptoren und von CRABP-I 
3. Welche Rolle spielt das RA-Signal in der Entwicklung des optischen Tektums? 
4. Kann eines der untersuchten Antigene als Identifikationsmarker bestimmter 
tektaler Zellen oder Schichten dienen? 
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II. Material und Methoden 
 
I.1 Versuchstiere  
Wirbeltiere ähneln sich sehr stark im Verlauf der Embryonalentwicklung und weisen viele 
Gemeinsamkeiten zu menschlichen Embryonen bzw. Feten auf. Das Huhn kann daher als 
Modellorganismus betrachtet und an ihm gewonnene Erkenntnisse bedingt auf den Menschen 
übertragen werden. Ein entscheidender Vorteil das Huhn als Untersuchungsobjekt zu wählen, 
liegt darin, dass befruchtete Eier einfach und kostengünstigt beschafft, gelagert und kultiviert 
werden können. Die befruchteten Eier stammen von der in der Nähe liegenden Hühnerfarm 
Van den Boom in Kelpen (NL). Nachdem die Eier im Institutskühlschrank bei 17°C 
zwischenlagern, werden sie in den Brutkasten übertragen und bei 38°C und 60% 
Luftfeuchtigkeit bebrütet, bis das zu untersuchende Entwicklungsstadium erreicht wird. Mit 
Hilfe der Hamburger und Hamilton (1951) staging –Tabelle wird das Entwicklungsstadium 
ermittelt und festgelegt.  
 
 
 
II.2 Präparation, Entnahme und Aufbereitung der Tecta 
Nach Überlebenszeiten von 2,5 bis 21 Tagen wurden die Hühner inhalativ durch Diethylether 
narkotisiert. Das zu untersuchende Ei wurde daraufhin auf der Oberseite und an seinem 
stumpfen Pol mit der Skalpellspitze punktuell eröffnet. Danach wurde in das obere Loch NaCl 
injiziert, damit die Eihaut absinkt und der Embryo frei auf der Oberfläche des Eigelbs treibt. 
In einem ersten Schritt durchtrennte ich die umliegenden Gefäße des Embryos und gab den 
Inhalt des Eis in eine Petrischale, die mit PBS gefüllt wurde. Unmittelbar danach wurde der 
Embryo dekapitiert und sein Alter anhand einer staging –Tabelle bestimmt (Hamburger und 
Hamilton, 1951). Hierfür zog ich Kriterien, wie die Reife des Auges und die Länge der 
Flügel- und Beinknospen heran. Bis Stadium E6 wurde der gesamte Kopf in neutral 
gepuffertem 4 % PFA 24 Stunden lang immersionsfixiert, da das Risiko das Gehirn 
mechanisch zu beschädigen in diesen Stadien noch sehr hoch ist. Ab Stadium E8 präparierte 
ich das Gehirn aus dem Schädel unter dem Mikroskop frei und fixierte es zu gleichen 
Bedingungen, wie die jüngeren Stadien. Ab E16 führten wir eine transkardiale Perfusion, 
zunächst mit PBS, bis das gesamte Blut ersetzt war, und danach mit PFA 4 % zur besseren 
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Erhaltung des Gewebes, durch. Dabei wurde an dem anästhesiertem Tier der Brustkorb 
eröffnet, das Herz freigelegt, der linke Ventrikel apikal und das rechte Atrium eröffnet. Über 
eine Kanüle, die in den eröffneten Ventrikel eingeführt wurde, konnte das gesamte Tier 
perfundiert werden. Das Blut floss über das eröffnete Atrium ab. Danach wurde das Gehirn 
herauspräpariert und für 2 bis mehre Stunden in oben beschriebene Fixativlösung gegeben.  
 
 
 
II.3 Fixierung des Gewebes 
Im Allgemeinen wird Gewebe mit Formaldehyd fixiert, damit sich sein Zustand im Verlauf 
des Experiments nicht verändert. Formaldehyd ist ein Gas, das in wässriger Lösung zur 
Anwendung kommt (Formalin, Formol). Liegt es als Polymer vor (PFA) zerfällt es in Lösung 
in Monomere und ist das Fixierungsmittel der Wahl. Formaldehyd (HCHO) reagiert primär 
mit den funktionellen Gruppen basischer Aminosäuren (Amino-, Imino-, Hydroxyl-, 
Carboxyl- und SH-Gruppen) unter Bildung von Methylbrücken, wodurch die Permeabilität 
für Makromoleküle herabgesetzt wird und sich so die Lokalisation zytoplasmatischer Proteine 
nicht signifikant verändert. Weitere Vorteile der Fixierung werden in der Inaktivierung 
katalytischer Enzyme, der Verhärtung und somit Stabilisierung des Gewebes und der 
Haltbarkeit gesehen. Probleme ergeben sich durch die schlechtere Penetration des Antikörpers 
ins fixierte Gewebe und die mögliche Epitopmaskierung des Antigens, so dass es der 
Antikörper nicht mehr erkennt. Im Anschluss an die Fixierung werden die Gehirne bis zum 
Absinken zuerst in 15 % und darauf folgend in 30 % Saccharoselösung transferiert, um einen 
ausreichenden Schutz der Zellen beim späteren Gefrieren zu erreichen (Cryoprotektion). 
 
 
 
II.4 Schneiden des Gewebes 
Das fertig fixierte und in Saccharose eingelegte Gewebe wurde bis einschließlich Stadium E8 
am Cryostaten, in späteren Stadien am Schlittenmikrotom geschnitten. Zur Vorbereitung 
wurden die Gehirne mit einer Rasierklinge von Telencephalon und Cerebellum getrennt, 
sofern diese bereits prägnant ausgebildet waren, um möglichst wenig angrenzendes 
Hirngewebe mitzuschneiden. Nachdem die Tecta in Tissue-Tek eingebettet wurden, erfolgte 
das Anfertigen der Transversalschnitte unter Trimmung mit ca. 30 µm Breite bei ca. –20 °C, 
da sie gefroren eine größere Stabilität erhalten. Folgend wurden die Schnitte entweder auf 
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gelatinisierten Objektträgern aufgenommen (Cryostat) oder in PBS enthaltenden Körbchen 
aufgefangen und nach der Färbung auf gelatinisierte Objektträger aufgezogen 
(Schlittenmikrotom). 
 
 
 
II.5 Biochemische Methoden 
 
II.5.1 IMMUNHISTOCHEMISCHE FÄRBUNG 
Immunhistochemische Techniken werden verwendet, um antigene Substanzen innerhalb von 
Zellen oder Geweben zu lokalisieren und mittels Antikörper zu identifizieren, die spezifisch, 
d.h. mit hoher Affinität diese binden. In dieser Arbeit wurden die gebildeten 
Antigen/Antikörper-Komplexe mit zwei verschiedenen zweiten Antikörpern nachgewiesen 
(indirekte Nachweismethode). Einerseits kam ein sekundärer Antikörper zur Anwendung, der 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff vom Hersteller markiert wurde und somit die Detektion der 
gesuchten antigenen Substanzen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermöglichte. Andererseits 
wurde ein Biotin markierter sekundärer Antikörper verwendet, der nach Zugabe eines 
Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Komplexes an die freie Bindungsstelle des Avidins 
bindet. Der entstandene Komplex wird durch das Chromogen DAB (3,3´-Diaminobenzidin) 
sichtbar wie folgt gemacht:  
 
                        (übernommen von Kirstin Schrage) 
 
Die Peroxidase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid (H2O2) zu Wasser und einem 
Sauerstoffradikal O°. Das lösliche DAB fällt in Anwesenheit dieses Radikals am Ort der 
Reaktion als dunkler Niederschlag aus, dessen Farbintensivität im Beisein von Nickelsulfat 
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(NiSO4) verstärkt wird. Unter Verwendung dieses Antikörpers lässt die Substrat-
Chromogenreaktion nicht die Unterscheidung zu, ob die nachgewiesene Peroxidasereaktion 
dem an den sekundären Antikörper konjugiertem Enzym entstammt, oder ob es sich um 
enzymatische Aktivität handelt, die im Gewebe schon vor Beginn der Färbung vorhanden war 
(endogene Peroxidaseaktivität). Deshalb wird das Gewebe vorab mit H2O2 inkubiert, da diese 
Enzyme, wie sie u.a. in Erythrozyten vorkommen und die endogene Peroxidasereaktionen 
katalysieren, hemmt. 
Zum einen kamen spezifisch gegen humanes CRABP-I und RARγ gerichtete, monoklonale 
Antikörper zur Anwendung, die in der Maus erzeugt wurden und mit dem CRABP-I -Epitop 
des Haushuhns kreuzreagieren und zum anderen spezifisch gegen humanes RARα, β und 
RXRα, β, γ gerichtete, die im Hasen erzeugt wurden und spezifisch die RARα, β und RXRα, 
β, γ -Epitope des Haushuhns binden. Die Antikörper-Lösung des primären Antikörpers wurde 
im Verhältnis 1:200 angesetzt, die des sekundären im Verhältnis 1:500. Damit der erste 
Antikörper das Gewebe leichter penetrieren kann, wurden die Schnitte zur Permeabilisierung 
des Gewebes mit Triton X-100 behandelt. Vor Zugabe des ersten Antikörpers wurde zudem 
Pferdeserum als Non-Immunserum beigefügt, das unspezifische Bindungsstellen besetzt und 
so unspezifische Hintergrundfärbung der Antikörper reduziert. Die Färbung wurde nach dem 
nachgestellten Protokoll durchgeführt. 
 
1. Tag der Immunfärbung 
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2. Tag der Immunfärbung 
 
 
 
 
 
 
 
Die verwendeten Materialien sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet. 
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Tab. I.  Chemikalien, Lösungen, Material für IHC 
Chemikalien (soweit nicht im Text erwähnt) Hersteller 
ABC-Kit Vector 
DAB: Diaminobenzidin Bio Trend 
Imidazol: 1,3-Diaza-2,4-cyclopentadin Sigma 
Gelantine Typ A: Porcine Skin, 300 Bloom Sigma 
H2O2: Wasswestoffperoxid Sigma 
Merckoglas Merck 
Natriumacetat Merck 
NHS Vector 
NiSO4 Sigma 
TissueTek Sakura 
Xylol Sigma 
Primäre Antikörper Hersteller 
CRABPI mouse in 100µl PBS 0,05% sodium acid Affinity Bioagents (MA3-813) 
RARα rabbit Santa Cruz (Sc-551) 
RARβ rabbit Santa Cruz (Sc-552)  
RXRa rabbit Santa Cruz (Sc-553) 
RXRb rabbit Santa Cruz (Sc-831) 
RXRg rabbit Santa Cruz (Sc-555) 
Alle Rezeptoren-Antikörper in: 
200µl PBS 0,1% sodium acid 0,2% Gelantine  
Sekundäre Antikörper Hersteller 
ALEXA Fluor TM IgG: GAR (goat anti rabbit) 488 Sigma 
ALEXA Fluor TM IgG: GAM (goat anti mouse) 488 Sigma 
HAM-biotinyliert (horse anti mouse) Vector 
GAR-biotinyliert (goat anti rabbit) Vector 
Lösungen Bestandteile 
Saccharoselösung 30% Saccharose in 0,1 M PBS 
Tris-Puffer 0,5 M Tris mit HCL auf pH: 7,6 titriert 
Acetat-Imidazol-Puffer 0,5 M Imidazol; 1 M Natriumacetat; mit 
Essigsäure auf pH: 7,2 titrieren 
Material 
gelatinebeschichtete Objektträger, Pinsel, Rasierklinge, Kryostat (Leica CM 3050), TissueTek zum 
Einbetten der Schnitte, Pap Pen zum Umranden der Schnitte, Filter 
 
 
 
II.5.2 AUFBEREITUNG DER PROBEN 
Die Tecta wurden in 0,1 M PBS unter dem Mikroskop freipräpariert und in 1 ml 
Eppendorfgefäßen auf Eis gekühlt. Für die weitere Untersuchung mittels Westernblot wurde 
das Nassgewicht bestimmt und entsprechend dem 2,5 Fachen hypotoner Puffer zugesetzt, der 
Proteaseinhibitoren (Leupeptin, PMSF und Aprotinin) und Triton zur Auflösung der 
Zellmembran enthielt. Nach erfolgter Homogenisierung der Gewebeproben mit dem Ultrastab 
für mehrere Sekunden, wurde bei 12.000 Umdrehungen/min für 15 Minuten zentrifugiert 
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(Laborzentrifuge Sigma 4K15). Anschließend wurde der Überstand alliquotiert und bei -20 °C 
bis zur weiteren Verwendung eingefroren. 
 
Tab. II.  Lösungen für Probenaufbereitung 
Lösungen Bestandteile 
PBS (Phosphat gepufferte Saline), 0,1 M 0,14 M NaCl; 2,7 mM KCl; 1,5 mM KH2PO4; NaOH auf pH: 7,2 titrieren 
hypotoner Puffer 
20 mM HEPES; 100 ml ansetzen, mit 3 M 
KOH auf pH: 7,4 titrieren; 1 mM PMSF 
(100 mM in Isopropanol); 1µM Leupeptin 
(0,1 mM in dH2O); 1% Aprotinin [9 mg/ml 
(4,8 TIU/mg)]; 1% Triton X-100 
 
 
 
II.5.3 PROTEINTEST-BCA (SIGMA) 
Cu (II) wird in Abhängigkeit von seiner Konzentration in Anwesenheit von Proteinen zu 
Cu(I) reduziert. Zusammen mit Bicinchoninsäure bildet Cu(I) einen purpurnen Komplex mit 
einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Die Extinktion bei 562 nm ist direkt proportional 
zur Proteinkonzentration. Dieser Test diente dazu, gleiche Proteinkonzentration der 
verschiedenen Proben bei der Gelelektrophorese einsetzen zu können.  
Eichkurven wurden mit Serumalbuminkonzentrationen von 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,4; 2,0 und 
3,2 µg/µl im Doppelansatz, die als Standards gesetzt wurden, erstellt. Damit die 
Messergebnisse eine Extinktion unter 1,0 erbrachten, mussten die Proben auf 1:10 verdünnt 
werden. Zu jeder Probe und jedem Standard wurden zusätzlich 500 µl einer Lösung aus 50 
Teilen Farbreagenz A und einem Teil Farbreagenz B zupipettiert. Die Proben und Standards 
wurden nach durchgeführter Mischung mit dem Vortex und Inkubation im Wärmeschrank bei 
37 °C für 30 Minuten auf eine 96 well –Mikrotiterplatte überführt und ihre Extinktion  bei 
630 nm im ELISA– Reader bestimmt. Die Berechnung der gemittelten 
Proteinkonzentrationen erfolgte durch lineare Regression der bei den Proteinstandards 
gemessenen Werte. 
 
Tab. III.    Lösungen für Proteintest 
Lösungen Bestandteile 
Farbreagenz A Bicinchoninsäure, Natriumcarbonat, Natriumtartrat, 
Natriumbicarbonat in 0,1 M NaCl  pH: 11,25 
Farbreagenz B 4% w/v Kupfer(II)Sulfat x 5 H2O 
Proteinstandard BSA bovines Serumalbumin (Serva) 
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II.5.4 DISKONTINUIERLICHE SDS-POLYACRYLAMIDGEL ELEKTROPHORESE 
Dieses Verfahren wurde durchgeführt, um die Proben nach dem Molekulargewicht ihrer 
Proteine mittels Elektrophorese zu trennen. Die Gelelektrophorese ist eine Technik, bei der 
geladene Moleküle durch elektrische Spannung durch eine Gelmatrix bewegt werden. 
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert Proteine durch Anhängen negativer Ladung, wodurch 
diese in der Elektrophorese zur Anode wandern und aufgrund ihrer Größe und der 
Molekularsiebeigenschaften des Gels sich unterschiedlich schnell bewegen und verschieden 
stark auf dieser Strecke zurückgehalten werden. Unter Verwendung zweier Arten von Gel 
(unten Trenngel, oben Sammelgel) können die Proben in einem dünnen Startband 
komprimiert und dadurch genauer durch die Elektrophorese aufgetrennt werden. Die Proben 
wurden mit gleichem Volumen in die Slots des Sammelgels aufgetragen, das bei 15 mA pro 
Gel solange laufen gelassen wurde, bis die Lauffront das Trenngel erreichte. Danach wurde 
die Spannung auf 30 mA pro Gel erhöht und erst beendet als die Lauffront den unteren Rande 
des Trenngels erreicht hatte. 
 
 
Tab. IV.  Lösungen und Material für SDS-PAGE 
Lösungen Bestandteile 
Acrylamid/Bisacrylamid 30% T; 2,6% C 
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCl, pH: 8,8 
Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCl, pH: 6,8 
Elektrodenpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH~8,3: es 
darf nicht mit HCL titriert werde 
Probenpuffer 62,5 mM Tris-HCl; 2% (w/v) SDS; 10% (w/v) Saccharose; 
1 Prise Bromphenolblau; vor Gebrauch 5% 
Mercaptoethanol zugeben 
Polymerisationsstarter TEMED pur; APS, 40% 
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10% 
Anamed-Marker Mark12TM Wide Range Protein Standard 
Ethanol absolut 
 
Material 
Elektrophoresekammer mit Glasplatten, Abstandhaltern, Probenkämmen, Klammern, Spritze mit 
gebogener Kanüle, Spatel, Vaseline, Anschlußkabel für Netzgerät (bis ca. 100 mA, 200 V), 
Gelloadertips, Eppendorfreaktionsgefäße 1,5 ml 
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II.5.5 WESTERNBLOTTING 
Damit die aufgetrennten Proteine anschließend einer Detektion mittels Antikörperfärbung 
zugänglich sind, müssen sie durch das Blotting-Verfahren von dem dreidimensionalen SDS-
Gel auf eine zweidimensionale Nitrozellulosemembran überführt werden. Der Transfer 
erfolgte in einer Gelkassette (Mini Trans-Blot electrophoretic transfer cell) nachdem Filter 
und Nitrozellulose auf Gelgröße zugeschnitten und in dem Transferpuffer (TB) eingeweicht 
waren. Bei maximal 100V lief der Blot für zwei Stunden unter Kühlung. Daraufhin wurden 
der Umriss der Gele und die Laufrichtung auf der NC-Membran markiert. Die Proteine 
wurden anschließend mit Ponceau-S angefärbt, um zu kontrollieren, dass die eingesetzten 
Proteinmengen etwa gleich groß waren. Zur Dokumentation wurde die gewaschene Membran 
zwischen Filterpapier getrocknet und mit dem Gelauswertegerät fotographiert und digital 
gespeichert. 
 
 
Tab. V.  Lösungen und Material für Westernblot 
Lösungen Bestandteile 
Transferpuffer 25 mM Tris Base; 192 mM Glycin; mit 1 M HCl auf pH: 8,3 titrieren 
Ponceau-S, 20 x Stammlösung 3% Poceau-S; 30% TCA; 30% Sulfosalycylsäure 
Material Hersteller 
Transblot BioRad 
Gelauswertungssystem LTF Labortechnik 
Pinzetten; Skalpell; Lineal 
 
 
 
II.5.6 ECL UND ANTIKÖRPERFÄRBUNG 
Mit der ECL (enhanced chemiluminescene)-Methode können immobilisierte Antigene, die 
mit Peroxidase-konjugierten Antikörpern markiert sind, nicht-radioaktiv durch Lichtemission 
detektiert werden. An die auf der Nitrozellulosemembran gehefteten Proteine bindet nach dem 
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit Rinderserum-Albumin ein primärer 
Antikörper, der daraufhin mit dem Peroxidase-konjugierten sekundären Antikörper markiert 
wird. Peroxidase katalysiert bei Zugabe von Peracid und Luminol eine lichfreisetzende 
Reaktion, die auf einem Röntgenfilm an der Position markierter Sekundärantikörper eine 
Schwärzung hervorruft. 
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Tab. VI.  Lösungen und Material für die Immunoblots 
Lösungen Hersteller 
BSA: Rinderserum-Albumin Serva 
NGS: normal goat serum Amersham 
Gelatine (IGSS quality) Amersham 
ECL-Detektionsreagenz (direkt vor 
Gebrauch 1+1 mischen) Amersham 
Röntgenfilmentwickler Rhodinal, 1/25 Agfa 
Fixierer Superfix, 1/8 Tenetal 
primärer Antikörper Hersteller 
RAR  1:100 Santa Cruz Biotechnology 
RXR  1:100 Santa Cruz Biotechnology 
CRABP-I  1:500 ABR (MA3-813) 
sekundärer Antikörper Hersteller 
GAR-biotinyliert  1: 1000 Sigma 
GAM-biotinyliert  1:1000 Sigma 
Lösungen Bestandteile 
TBS-T (Tris-buffered saline/Tween) 20mM Tris Base; 0,8% NaCl; mit HCl auf pH: 7,6 
titrieren; 0,1% Tween20 
TBS-T/10% BSA 90% TBS-T; 10% BSA 
TBS-T/1% NGS 99% TBS-T; 1% NGS 
TBS-T/5% Gelatine 95% TBS-T; 5% Gelatinelösung 
Material Hersteller 
Hyperfilm ECL Amersham 
Mitkrotiterplattendeckel als Tröge für die NC-Membran; Autoradiographiekassette; grünes Gewebe-
band; Frischhaltefolie; Whatman Filterpapier; Pinzetten; Wasserstrahlpumpe zum Absaugen von 
Lösungen aus den Inkubationswannen 
 
 
 
Das immunologische Nachweisverfahren erfolgte nach dem dargestellten Protokoll: 
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II.6 Auswertung der Lokalisation von CRABP-I und der 
Retinoidrezeptoren 
 
II.6.1 MIKROSKOPIE 
Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter Betrachtung am Fluoreszenzmikroskop Axiophot. 
Die Präparate wurden mit kurzwelligem Licht, das dem Exzitationsspektrum des 
fluoreszierenden sekundären Antikörpers und der DAPI-Fluorchrome entspricht (λ = 340 – 
400 nm), über einen Anregungsfilter bestrahlt. Für Alexa488 wurde ein Fluoreszenzfilter, der 
allein grünes Licht, für Alexa594 einer, der rotes und für DAPI-Färbung, der nur blaues Licht 
durchlässt verwendet (alle von Zeiss). Von diesem Licht absorbieren die 
antikörpergekoppelten Fluorchrome einen bestimmten Teil, der zur Anregung d.h. Erhöhung 
des Energiestatus seiner Elektronen führt. Der neue Energiestatus bedingt innerhalb des 
Atoms oder Moleküls eine Konformitätsänderung zu Lasten dessen Stabilität. Die gewonnene 
Energie wird daher unmittelbar auf die Absorption, innerhalb von 10-8 sec in Form emittierten 
Lichts eines längeren Spektralbereichs wieder abgegeben, wodurch der Marker lokalisiert 
werden kann. 
 
 
II.6.2 FOTOGRAPHIE 
Mit Hilfe einer Digitalkamera, die an das Fluoreszenzmikroskop angeschlossen ist und des 
Programms Axiovision wurden die Schnitte fotografiert. Für den RGB-Farbmodus 
(RedGreenBlue) wurden folgende Belichtungszeiten festgelegt: für den Blaukanal 100 ms und 
für Grünkanal (FITC) und Rotkanal (Texasred) je 7000 ms. Die Fotografien wurden entweder 
mit einer Auflösung von 1300 x 1030 oder 2600 x 2060 Standard und unter Verwendung 
eines 5x, 10x-, 20x- oder 40x Objektivs angefertigt. Nachträglich wurden die Kontraste der 
einzelnen Abbildungen mit dem Programm CorelPaint angeglichen und mittels CorelDraw 
auf DIN-A4 Format angeordnet. 
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III. Ergebnisse 
 
III.1 Immunhistochemie: Verteilung von CRABP-I 
 
 
III.1.1 STADIUM E2,5 
 
 
 
 
Abb.1: zelluläre Verteilung von 
CRABP-I im optischen Tektum E2,5. 
a: Übersichtsaufnahme Transversal-
schnitt durch anteriores Tektum b: 
Ausschnittsvergrößerung dorsaler An-
teil c: Ausschnittsvergrößerung latera-
ler Anteil. Inset: Darstellung der 
Schnittebene. Scale bar (a): 200 µm; 
scale bar (b, c): 60 µm. 
 
 
 
 
 
 
Der dargestellte Transversalschnitt (Abb.1a) verläuft durch den anterioren Teil des optischen 
Tektums und des Proencephalons (unten im Bild). Erkennbar sind dunkel angefärbte Neurone 
im äußeren, dem Ventrikel abgekehrten Bereich des Tektums. Im Bereich des anterioren 
tektalen Anteils befinden sich überwiegend größere angefärbte Zellen, die unmittelbar 
unterhalb der Oberfläche des Tektums liegen (Abb. 1b). Im lateralen Bereich sind ebenfalls 
immunreaktive Zellen auszumachen, die im Vergleich zu denen im anterioren Bereich 
gelegenen wesentlich kleiner erscheinen (Abb. 1c). Bei den beschriebenen Zellen (Abb. 1b 
und) können teilweise angefärbte horizontale Neuriten nachgewiesen werden. Die Zellen liegen 
in unregelmäßig großen Abständen vor 
 
 
 
III. 1.2 STADIUM E3-3,5 
Auf der nachgestellten Übersichtsaufnahme ist der mediale Anteil des Tektums, des 
Mesencephalons und der Augen dargestellt (Abb. 2a). In dem Bereich zwischen den beiden 
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Tektumanlagen, dem dorsalen Mesencephalon, ist das Signal stark in den Zellen auf der 
Oberfläche des Tektums zu beobachten. 
 
 
 
  Abb. 2: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E3-3,5. a: Übersichtsaufnahme 
Transversalschnitt durch mediales Tektum b: Ausschnittsvergrößerung lateraler Anteil c: 
Ausschnittsvergrößerung ventraler Anteil. Inset: Darstellung der Schnittebene. Scale bar (a): 200 
µm; scale bar (c, d): 60 µm.  
 
 
Diese Oberflächenzellen entstammen mesenchymalen Ursprungs und werden sich später zu den 
Meningen differenzieren, die das Tektum umschließen. Es handelt sich hierbei folglich nicht 
um neuronales Gewebe.  
Im lateralen Bereich des Tektums lässt sich CRABP-I sowohl im angrenzenden Mesenchym als 
auch in der äußeren tektalen Schicht detektieren (Abb. 2c). Im Tektum liegen sehr kleine, 
spindelförmige Zellen vor. Bei genauer Beobachtung sind neben den Somata auch die Neuriten, 
die nach lateral ausgesendet werden, als gefärbt zu erkennen. 
Die angefärbten Zellen im ventralen Mesencephalons erscheinen dagegen größer (Abb. 2c). 
Ihre Neuriten zeigen ebenfalls ein IR-Signal. 
 
 
 
III.1.3 STADIUM E4 & 5 
 
Das folgende Präparat zeigt einen Anschnitt durch das mediale Tektum im Stadium E4,5 mit  
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einer intensiven CRABP-I -IR, die im gesamten Verlauf der äußeren tektalen Schicht 
auszumachen ist (Abb. 3a). 
 
 
 
Abb. 3: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E4,5. a: Übersichtsaufnahme 
Hemisphäre mediales Tektum E4,5 b: Ausschnittsvergrößerung dorsaler Anteil des Tektums c: 
Ausschnittsvergrößerung ventraler Anteil des Tektums. Inset: Darstellung der Schnittebenen. 
Scale bar (a): 100 µm;scale bar (b, c): 60 µm. 
 
 
Im Gegensatz zu Stadium E3-3,5 weist das umgebende Mesenchym keine IR–Positivität mehr 
auf (vergl. Abb. 1b und c).  
In der vergrößerten Aufnahme ist zu erkennen, dass das CRABP-I -Signal hauptsächlich auf 
die Zellen der äußeren neuronalen Schicht = Lamina II begrenzt ist (Abb. 3b). Die Zellen 
stellen sich runder und größer in Gestalt dar als in den Tagen zuvor. Ihre Neuriten erscheinen 
demgegenüber nicht verändert. Die Zellfortsätze entspringen lateral und sind horizontal 
ausgerichtet. Im ventralen Tektum liegen die CRABP-I synthetisierenden Zellen dichter 
nebeneinander als in früheren Stadien und auch als in den dorsal gelegenen im selben 
Anschnitt (Abb. 3c). Ihre lateralen Fortsätze verlaufen übereinander, und zeigen sich als ein 
dunkel gefärbtes Band, das an der Außenseite des Tektums verläuft. Zwischen intensiv 
angefärbten rundlichen Zellen in Lamina II befinden sich zudem kleinere, spindelförmige, 
schwächer angefärbte Zellen (Abb. 3c). Auch in der darunter liegenden Lamina I können IR-
positive Zellen detektiert werden. Im linken oberen Teil der Ausschnittsvergrößerung sind 
CRABP-I gefärbte Fasern zu erkennen. Dabei handelt es sich um von den Neuronen aus 
Lamina I gebildete Neuriten, die in horizontaler Richtung um den ventralen Teil des 
Mesencephalons verlaufen (Abb. 3c). Diese Fortsätze sind wahrscheinlich Fasern der hinteren 
Kommissur, die die rechte mit der linken Hemisphäre verbindet. 
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Abb. 4: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E5-5,5 a: Übersichtsaufnahme 
Hemisphäre dorsales Tektum E5,5 b: Ausschnittsvergrößerung dorsaler Anteil des Tektums c: 
Ausschnittsvergrößerung ventraler Anteil des Tektums. Inset: Darstellung der Schnittebenen. Scale 
bar (a): 100 µm; scale bar (b, c): 60 µm. 
 
 
Die Abbildung 4a gibt eine Übersicht von einem medialen Transversalschnitt des Tektums im 
Stadium E5-5,5 wieder (Abb. 3d). Auch hier sind in der gesamten äußeren tektalen Schicht 
angefärbte Neurone zu finden. Die IR-positiven Zellen haben in ihrer Gesamtheit 
zugenommen, wie der Vergleich der Ausschnittsvergrößerung des dorsalen Anteils des 
Tektums (Abb. 4b) mit Abbildung 3a demonstriert. Zudem lassen sich immer wieder auch IR-
positive Zellen an der Grenze Lamina I / Neuralepithel = NE und vereinzelt innerhalb des NE 
nachweisen (Abb. 4c). Ihre Fortsätze entspringen vertikale von den länglich geformten 
Somata. Auf derselben Abbildung, die den ventralen Anteil des Tektums darstellt, lassen sich 
die von den Neuronen aus Lamina II entspringenden Neuriten beobachten, die das Tektum 
nach lateral außen verlassen (Abb. 4c).  
 
 
 
III.1.4 STADIUM E6 & 7 
 
 
Wie die Übersichtsaufnahme des medialen Tektums verdeutlicht, nehmen die angefärbten 
Neurone einen größeren Anteil im Querschnitt des Tektums ein als zuvor (Abb. 5a, vergl. 
Abb. 4a). 
  Ergebnisse 
 39 
 
 
Abb. 5: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E6. a: Übersichtsaufnahme 
Hemisphäre mediales Tektum E6 b & c: Ausschnittsvergrößerung dorsaler Anteil des Tektums. Inset: 
Darstellung der Schnittebene. Scale bar (a): 100µm; scale bar (b): 60 µm; scale bar (c): 60 µm. 
 
 
Das gesamte äußere Drittel des Tektums weist IR-positive Zellen und Fasern auf. Die Fortsätze 
der Neurone, die unterhalb der Grenze zu Lamina I liegen, verlaufen horizontal auf selber Höhe 
und bilden gemeinsam ein gefärbtes "Band", das durch den Grenzbereich Lamina I / NE 
verläuft (Abb. 5c). Bei diesem "Band" muss es sich um die in Stadium E4 und E5 beschriebene 
Faseransammlung handeln, über der sich weitere Fasern ausgebreitet haben und das daher nicht 
mehr auf der Außenseite des Tektums verläuft. Innerhalb des gefärbten "Bandes" liegen kleine 
Neurone, deren horizontal orientierten Dendriten höhengleich im Übergangsbereich Lamina I 
zu Lamina II verlaufen (Abb. 5b). Lamina I und II stellen sich als eine Zone dar, die 
überwiegend aus Fasern besteht. In dieser Schicht sind vereinzelt sehr kleine Zellkörper zu 
beobachten, deren Neuriten sowohl vertikal als auch horizontal wachsen (Abb. 5b). Große 
runde Zellen, mit teilweise erkennbaren vertikalen Neuriten, liegen innerhalb des äußeren 
Anteils des Neuralepithels (Abb. 4b). 
 
Die zweite präsentierte Übersichtsaufname demonstriert die Breitenzunahme des Tektums, die 
an der Verschiebung der Grenze zwischen Lamina I und dem Neuralepithel vom äußeren 
Drittel zur Mittellinie des Tektums gut nachvollzogen werden kann (Abb. 6a). 
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Abb. 6: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E6. a: Übersichtsaufnahme 
Hemisphäre mediales Tektum E7 b & c: Ausschnittsvergrößerung ventraler Anteil des Tektums. Inset: 
Darstellung der Schnittebene. Scale bar (a): 100 µm; scale bar (b): 60 µm; scale bar (c): 60 µm. 
 
 
Auf der Ausschnittsvergrößerung des ventralen Tektumbereichs fällt auf, dass die in E6 noch 
intensive IR der Fasern in Lamina I und II wesentlich schwächer ausfällt (Abb. 6b). Zudem 
stellt sich der bei E6 sehr verästelte Verlauf der Fasern nun hauptsächlich vertikal orientiert 
und weniger verästelt dar (Abb. 6c). 
 
 
 
III.1.5 STADIUM E8 
 
 
Das Tektum hat weiterhin stark an Umfang und im Durchmesser zugenommen und es fällt 
auf, dass sich das CRABP-I - Expressionsmuster erheblich verändert hat (Abb. 7b vergl. Abb. 
6c). In der kleineren Abbildung eines Ausschnitts aus demselben Anschnitt an anderer Stelle 
imponieren in allen tektalen Schichten CRABP-I - positive Zellen (Abb. 7c). Die Anzahl an 
immunreaktiven Zellen hat zugenommen. 
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Abb. 7: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E8. a: Übersichtsauf-
nahme Ausschnitt mediales Tektum mit Nisselfärbung b: Anschnitt mediales Tektum c: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt mediales Tektum d: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt 
mediales Tektum mit Fluoreszenzfärbung. Inset: Darstellung der Schnittebene. x: Medulla 
oblongata; y: Tectum opticum; z: Telencephalon. Scale bar (a): 100 µm; scale bar (b): 100 
µm; scale bar (c, d): 60 µm. 
 
 
Zwischen Lamina I und dem NE befindet sich, wie in E6 und E7 beschrieben, ein gefärbtes 
"Band" (vergl. Abb. 5b und 6b). Im Unterschied zu E7 allerdings, verläuft dieses jetzt im 
inneren Drittel des Tektums aufgrund der oben erwähnten Größenzunahme. Zudem besteht 
das "Zellband" nun mehr aus einer Ansammlung einzelner Somata als aus deren Neuriten 
(Abb. 7c und d). Bei näherer Betrachtung kann diese Beobachtung auf eine inhomogene 
Verteilung des Proteins zurückzuführen sein, die jetzt fast ausschließlich auf die Somata 
begrenzt ist. Teilweise lässt sich das Signal auch in den Neuriten detektieren, die sich zur 
tektalen Oberfläche wenden (Abb. 7b, c und d). Unterhalb dieses "Zellbandes" befinden sich 
ebenfalls angefärbte Neurone, die dem NE zugeordnet werden können (Abb. 7c). In Lamina I 
und II zeigen sich vereinzelt angefärbte Zellen, deren Dendriten in Richtung der 
Leptomeningen und des Ventrikels orientiert sind (Abb. 7c). Sie scheinen das Tektum von 
innen nach außen zu durchwandern. Da diese Neurone auf unterschiedlicher Höhe des 
Tektums liegen, kann vermutet werden, dass es sich, um migrierende handelt, deren tektale 
Zielschichten nicht übereinstimmen müssen. In Lamina III befinden sich in etwa auf selber 
Höhe liegende Neurone rundlicher Form und nach außen vertikal gerichteten Fortsätzen (Abb. 
7c). Darüber in Lamina IV, lassen sich ebenfalls auf ungefähr selber Höhe liegende Zellen mit 
nach außen gerichteten Fortsätzen beobachten (Abb. 7c). Die dargestellten 
Fluoreszenzfärbung verdeutlicht das beschriebene Expressionsmuster (Abb. 8d). 
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III.1.6 STADIUM E10 
 
 
 
 
Abb. 8: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E10. a: Übersichtsaufnahme 
Ausschnitt mediales Tektum mit Nisselfärbung b: Anschnitt mediales Tektum c: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle - Tektumoberfläche d: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle – Tektuminnenfläche. Inset: Darstellung der 
Schnittebene. x: Medulla oblongata; y: Tectum opticum; z: Telencephalon. Scale bar (a): 200 µm; 
scale bar (b): 100 µm; (d,c): 60 µm. 
 
 
Die folgenden Präparate demonstrieren das fortschreitende tektale Wachstum. Das 
Expressionsmuster zeigt im Vergleich dazu keine großen Veränderungen. Nach wie vor besteht 
im Übergangsbereich NE zu Lamina I eine Ansammlung CRABP-I – synthetisierender 
Neurone (Abb. 8d). Diese Neurone sind jedoch weder vergleichsweise strikt auf derselben 
Höhe angeordnet noch liegen sie ähnlich dicht gepackt nebeneinander wie im Stadium zuvor 
wiedergegeben (vergl. Abb. 7c und d). Gleich bleibt hingegen die vertikale Anordnung ihrer 
Neuriten (Abb. 8b und d). Gut zu beobachten ist, dass es sich bei diesen Zellen um 
unterschiedliche Neuronentypen handeln muss, da sie stark in ihrer Zellkörpergröße differieren 
(Abb. 8d). Oberhalb dieser Zone ist die IR in langen Neuriten wahrnehmbar, die durch die 
Schichten I, II und III in Richtung der Meningen verlaufen (Abb. 8b und d). Die zugehörigen 
Somata liegen innerhalb dieser Schichten in keiner erkennbaren systematischen Anordnung 
(Abb. 8b und d). Die äußerste zellenthaltenden tektale Schichten, hier Lamina VIII und IX 
genannt, zeigen, wie zu Zeitpunkt E6 - E8, dass sich viele kleine CRABP-I –produzierende 
Zellen in ihnen befinden (Abb. 8b und c). Oberhalb dieser finden sich teilweise gut angefärbte 
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Fasern, die den einwachsenden retinalen Axonen entsprechen und das zukünftige Stratum 
opticum bilden. 
 
 
 
Abb. 9: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E10. a: Übersichtsaufnahme 
Ausschnitt mediales Tektum mit Nisselfärbung b: Anschnitt mediales Tektum c: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle - Tektumoberfläche d: Ausschnittsvergrößerung 
Anschnitt b an anderer Stelle – Tektuminnenfläche. Inset: Darstellung der Schnittebene. x: Medulla 
oblongata; y: Tectum opticum; z: Telencephalon. Scale bar(a): 200 µm; scale bar (b): 100 µm; scale 
bar (c,d): 60 µm. 
 
 
In der oben dargestellten Abbildung befinden sich Anschnitte desselben  Entwicklungsalters. Das 
Protein wurde hier mit einem Fluoreszenz-markierten Antikörper nachgewiesen. In diesen 
Präparaten lässt sich im Vergleich zu denen in Abbildung 8 erkennen, dass auch oberhalb von 
Lamina III immunreaktive Zellen liegen (Abb. 9b). Die Zellen stellen sich weniger intensiv 
angefärbt dar, was darauf zurückgeführt werden kann, dass eine geringere CRABP-I Expression 
vorliegt (vergl. mit Abb. 8b). In Abbildung 9d kommt die unterschiedliche Form der CRABP-I 
Zellen sehr gut zur Geltung. Die Fasern des Stratum opticum lassen sich durch die stärkere 
Kontrastierung der Färbung besser verfolgen (Abb. 9c). 
 
 
 
III.1.7 STADIUM E12 
In Stadium E12 zeigt sich, dass CRABP-I – synthetisierende Zellen auf grob vier Bereiche 
begrenzt versammelt erscheinen (Abb. 10b). 
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Abb. 10: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E12. DAB-Färbung a: 
Übersichtsaufnahme Ausschnitt mediales Tektum mit Nisselfärbung b: Anschnitt mediales Tektum 
c: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle - Tektumoberfläche d: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle – Lamina VI. e: Ausschnittsvergrößerung  
Anschnitt b an anderer Stelle – Lamina III. f: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer 
Stelle – Tektuminnenfläche. Inset: Darstellung der Schnittebene. x: Medulla oblongata; y: Tectum 
opticum; z: Telencephalon. Scale bar (a): 100 µm; scale bar(b): 200 µm;scale bar (c-f): 60 µm. 
 
 
Auf Höhe von Lamina X stellt sich die IR in einem einreihigen Zellband dar (Abb. 10c). Die 
Vermutung scheint gerechtfertigt, dass in Lamina X nahezu alle Zellen CRABP-I produzieren, 
da diese Schicht nur eine Zelllage breit ist. Unterhalb dieser Schicht liegen weniger intensiv 
angefärbte Neurone, die sowohl Lamina IX als auch VIII zugeordnet werden können (Abb. 
10c). Ebenso erscheint eine konzentrierte Ansammlung CRABP-I –positiver Zellen im äußeren 
Bereich von Lamina VI (Abb. 10d). Dieser Bereich stellt sich in der Nisselfärbung als der 
zellreichste innerhalb Lamina VI dar (Abb. 10a). Im Vergleich kann festgestellt werden, dass 
nicht alle Zellen dieser Schicht CRABP-I produzieren. Die angefärbten Zellen weisen runde 
Zellkörper und vertikale Neuriten auf (Abb.10d), die sich einzig in der Ausprägung der IR 
unterscheiden (Abb. 10d). Die restliche IR zeigt sich in vielen kleinen Zellkörpern mit vertikal 
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ausgerichteten Fortsätzen, die sich in Lamina II, III und IV auf unterschiedlichen Höhen 
befinden (Abb. 10f). Im Übergangsbereich von Lamina I zum NE können, wie in den Stadien 
zuvor CRABP-I produzierende Zellen nachgewiesen werden (Abb. 10e). Das in Stadium E8 
und E10 beschriebene Zellband weist allerdings deutliche Kontinuitätslücken auf und kann als 
Band nicht mehr identifiziert werden (vergl. Abb. 9d, 8d und 7c). 
Die unten stehende Abbildung der Fluoreszenzfärbungen hebt noch mal hervor, dass sich weit 
mehr als in der DAB-Färbung erkennbar, CRABP-I Zellen in den innersten 4 Schichten 
befinden (Abb. 11b). Darüber hinaus kann die IR in den optischen Fasern  gut detektiert 
werden (Abb.11c) 
 
 
 
Abb. 11: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E12. Fluoreszenzfärbung. a: 
Übersichtsaufnahme Ausschnitt mediales Tektum mit Nisselfärbung b: Anschnitt mediales Tektum 
c: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle - Tektumoberfläche d: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle – Lamina VI. e: Ausschnittsvergrößerung  
Anschnitt b an anderer Stelle – Lamina III. f: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer 
Stelle – Tektuminnenfläche. Inset: Darstellung der Schnittebene. x: Medulla oblongata; y: Tectum 
opticum; z: Telencephalon. Scale bar (a): 100 µm; scale bar (b): 100 µm; scale bar (c-f): 60  µm. 
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Ansonsten bestätigt die Färbung mit dem Fluoreszenz-markierten Antikörper die zuvor 
geschilderten Resultate. 
 
 
 
III.1.8 STADIUM E14 
 
 
Abb. 12: zelluläre Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum E14. a: Übersichtsaufnahme 
Ausschnitt mediales Tektum mit Nisselfärbung b: Anschnitt mediales Tektum c: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle - Tektumoberfläche d: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle – Lamina VI. e: Ausschnittsvergrößerung 
Anschnitt b an anderer Stelle – Lamina III. f: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b an anderer Stelle – 
Tektuminnenfläche. Inset: Darstellung der Schnittebene. x: Medulla oblongata; y: Tectum opticum; z: 
Telencephalon. Scale bar (a): 100 µm; scale bar (b): 200 µm; scale bar (c-f): 60 µm. 
 
 
An dieser Stelle in der Entwicklung können die CRABP-I – Zellen, die sich in im äußersten 
Tektumteil befinden klar den Lamina VIII und X zugeordnet werden (Abb. 12c). In den Fasern  
des Stratum opticum (Lamina XII) kann CRABP-I nicht mehr nachgewiesen werden. Das 
Expressionsmuster in den inneren Schichten II und III weist deutlich weniger Zellen auf 
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(Abb.12b und f, vergl. Abb. 11b und 10b). Im Übergangsbereich Lamina III zu IV befinden 
sich einige größere Zellen (Abb. 12b & 12e). Diese Zellen treten deutlicher hervor als bei E12 
(vergl. Abb. 11e und 10e). In Lamina I sind nur wenige IR-positive Zellen, ähnlich zu E12, 
nachweisbar (Abb. 12f). Lamina VI stellt sich, wie bei E 12, als die Schicht mit den meisten 
CRABP-I herstellenden Zellen (Abb.12d). Das hier dargestellte Präparat ist aus technischen 
Gründen weniger stark gefärbt. Daher erscheinen in der Übersicht (Abb.12b) weniger CRABP-
I positive Zellen, als dies wirklich der Fall ist und auch bei stärkerer Vergrößerung demonstriert 
wird (Abb. 12c-f). 
 
 
 
III.1.9 STADIUM E16, 18 und 21 
 
Die Stadien E16, E18 und E21 werden zusammen besprochen.  
 
 
 
Abb. 13: zelluläre Verteilung von 
CRABP-I im optischen Tektum E16. 
a: Übersichtsaufnahme Ausschnitt 
mediales Tektum mit Nisselfärbung b: 
Anschnitt  mediales Tektum c: Aus-
schnittsvergrößerung Anschnitt b an 
anderer Stelle - Tektumoberfläche d: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b 
an anderer Stelle – Lamina VI. e: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b 
an anderer Stelle – Lamina III. Inset: 
Darstellung der Schnittebene. x: 
Medulla oblongata; y: Tectum 
opticum; z: Telencephalon. Scale bar 
(a): 100 µm; scale bar (b): 200 µm; 
scale bar (c- e): 60 µm. 
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Abb. 14: zelluläre Verteilung von 
CRABP-I im optischen Tektum E16. 
a: Übersichtsaufnahme Ausschnitt 
mediales Tektum mit Nisselfärbung b: 
Anschnitt  mediales Tektum c: 
Ausschnittsvergrößerung Anschnitt b 
an anderer Stelle - Tektumoberfläche 
d: Ausschnittsvergrößerung Anschnitt 
b an anderer Stelle – Lamina VI. Scale 
bar (a): 100 µm; scale bar (b): 200 
µm; scale bar  (c-d): 60 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15: zelluläre Verteilung von 
CRABP-I im optischen Tektum E16. 
a: Übersichtsaufnahme Ausschnitt 
mediales Tektum mit Nisselfärbung b: 
Anschnitt aus medialem Tektum c: 
Ausschnittsver-größerung Anschnitt b 
an anderer Stelle - Tektumoberfläche 
d: Ausschnittsver-größerung Anschnitt 
b an anderer Stelle – Lamina X. e: 
Ausschnittsvergrößerung  Anschnitt b 
an anderer Stelle – Lamina VI. Inset: 
Darstellung der Schnittebene von Fig. 
14 und 15. x: Medulla oblongata; y: 
Tectum opticum; z: Telencephalon. 
Scale bar (a): 100 µm; scale bar (b): 
200 µm; scale bar (c-e): 60 µm. 
 
 
 
Das geschieht zum einen, weil bereits alle Schichten des adulten Tektums ab Entwicklungstag 
16 angelegt sind und daher das Verteilungsmuster der IR während der genannten Zeitpunkte 
direkt miteinander verglichen werden kann. Zum anderen tritt, wie die präsentierten 
Fotographien bezeugen, keine Veränderung in dem CRABPI – Expressionsmusters mehr auf, 
die einer gesonderten Beschreibung bedürfte. 
Exemplarisch wird das Expressionsmuster am achtzehnten Tag der Embryonalentwicklung 
beschrieben (Abb. 14). Die CRABP-I - IR zeigt sich in drei Schichten: Lamina XII, X und VI, 
die den Schichten c, e und i des SGFS entsprechen (Abb. 14b). Die Somata präsentieren sich 
klein und oval. Die Zellfortsätze orientieren sich zur Tektumoberfläche (Abb. 14c und d vergl.  
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Abb. 15d und e). Schicht c und i enthalten besonders viele IR-positive Zellen (Abb. 14c). 
Schicht e besteht aus einem einreihigen Band gefärbter Zellen (Abb. 14d). 
 
 
 
 
III.2 Westernblot: CRABP-I 
 
Zur Bestätigung der immunhistologischen Ergebnisse wurde CRABP-I mittels Westernblot 
in Gewebeextrakten des optischen Tektums nachgewiesen. 
 
 
 
Abb. 16: CRABP-I Expression im optischen Tektum. 
CRABP-I Detektion von E4 bis E18 
 
 
Wie der Westernblot verdeutlicht, war CRABP-I während der gesamten Entwicklung anwesend. 
Der verwendete Antikörper erzeugte eine Bande ohne Hintergrund mit einem errechneten 
Molekulargewicht von ~ 17 kD. Dieser Wert weicht nicht signifikant von dem in der Literatur 
angegebenen Molekulargewicht ab. Ab E12 verloren die Banden kontinuierlich an Intensität. 
 
 
 
 
III.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Zwischen Entwicklungstag 2,5 und 3 konnten die ersten CRABP-I – positiven Zellen vereinzelt im 
äußeren Anteils des Neural Epithels (NE) bzw. der generativen Zone (GZ) im Tektum 
nachgewiesen werden (Abb. 1; Abb. VII). Diese Zellen hatten die IR sowohl in ihren Somata als 
auch in ihren nach lateral ausgerichteten Zellfortsätzen auf (Abb. 1b und c). In dem im Vergleich 
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zu E2,5 weiter dorsal angefertigten Anschnitt des Stadiums E3-3,5 ließen sich jedoch lediglich 
gefärbte Zellen lateral und im ventralen Bereich an der Grenze zum zukünftigen Diencephalon 
finden (Abb. 2b und c). Diese Beobachtung kann darauf zurückgeführt werden, dass sich die 
Zelldifferenzierung in den dorso-medialen Regionen des Tektums später als in den ventro-lateral 
gelegenen vollzieht (LaVail und Cowan, 1971). Zwischen dem dritten und dem fünften 
Entwicklungstag nahm die Anzahl der CRABP-I –synthetisierenden Zellen kontinuierlich zu bis 
schließlich alle Zellen von Lamina I [äußerer Anteil der GZ] das IR – Signal aufwiesen (Abb. 2-4). 
Am sechsten Entwicklungstag trat eine prägnante Veränderung innerhalb Lamina II auf (Abb. 5). 
Die Verzweigungen der Axone, von den im unmittelbar angrenzenden Anteil von Lamina I 
[transient cell compartment 1 (TCC1)] gelegenen Zellkörpern, wiesen eine intensive IR in ihrem 
Verlauf auf (Scicolone et al., 1995; Abb. VII). Neben diesen Fasern lagen sporadisch kleine 
Neurone mit vertikal orientierten Axonen (Abb. 5b und c). Die Zellkörper der beschriebenen 
Fasern waren als ein „Zellband“ im äußeren Drittel des Tektums angeordnet (Abb. 5a). Unterhalb 
dieses „Zellbandes“ konnten weitere immunreaktive Zellen innerhalb von Lamina I [TCC1] 
aufgefunden werden (Abb. 5b und c; Abb. VII). Bei diesen Neuronen muss es sich um die später 
migrierende Vorläuferschicht handeln, aus der alle weiteren zukünftigen Schichten generiert 
wurden (Scicolone et al., 1995; Abb. VII). Im Stadium E8 konnte das „Zellband“ weiterhin im 
Grenzbereich Lamina I zum NE [äußerer Anteil der GZ] vorgefunden werden (Abb. 7b). Das 
„Zellband“ verlief jedoch dann im inneren Drittel des Tektums, da das NE [GZ] aufgrund von 
abgewanderten Zellen deutlich in seinem Durchmesser abgenommen hatte. Darüber hinaus wies 
das „Zellband“ einige Kontinuitätslücken in seinem Verlauf auf, weil mehr IR-negativen als –
positive Zellen aus dem NE nachrückgerückt waren (Abb. 7c und d). Weitere CRABP-I – 
synthetisierenden Zellen konnten in den äußeren Zweidritteln von Lamina II [transient cell 
compartment 2 (TCC2)] detektiert werden, deren Zellen in den folgenden Tagen die verschiedenen 
Schichten des Stratum griseum et fibrosum superficiale (SGFS) ausbildeten (Scicolone et al., 
1995; Abb. VII). Die angefärbten Neurone stellten sich als zwei Ansammlungen von nahezu auf 
gleicher Höhe liegenden Zellkörpern dar (Abb. 7c und d). Im weiteren Verlauf wiesen immer 
weniger Zellen des zuvor beobachteten „Zellbandes“ IR –Positivität auf (Abb. 10, 11 und 12), bis 
schließlich am sechzehnten Entwicklungstag keine Zellen mit Sicherheit zwischen dem 
ependymalen Epithel (EP) und Lamina I [Stratum griseum periventriculare (SGP)] auffindbar 
waren (Abb. 13b und e). Ab dem sechzehnten Entwicklungstag lag das CRABP-I -Signal in den 
gleichen drei Subschichten des SGFS vor, nämlich innerhalb Lamina c, e und i (Abb. 12, 13 und 
14). Die Subschichten c und e gehören zu jenen tektalen Schichten, die direkten retinalen 
Informationseingang erhalten. Lamina e wurde mittels Golgi-Präparationen als die engste 
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Subschicht des SGFS identifiziert, die stellenweise nur 1-2 Zellen breit ist. Diese Beschreibung 
steht in Übereinstimmung mit dem aus Abbildung 15d ablesbaren Immunsignal. Ihre Zellen, so 
erwies sich weiterhin, stehen sowohl mit denen aus Subschicht c als auch mit denen in tieferen 
gelegenen Subschichten über Synapsen in Kontakt (LaVail und Cowan, 1971).  
Größtenteils wiesen die beschriebenen Zellen CRABP-I sowohl in ihren Zellsomata als auch in 
ihren größtenteils Neuriten auf. 
Der Nachweis von CRABP-I in den histologischen Schnitten wurde mittels Westernblotting 
bestätigt. Ebenfalls konnte im Westernblot eine Abnahme des CRABP-I Signals ab E12 
nachgewiesen werden. 
 
 
Nachstehend werden die Ergebnisse der Immunhistochemie in einer Tabelle dargestellt. 
 
 
       Tab. VII. laminäre Verteilung von CRABP-I während der Entwicklung 
 
 
 
 
E3 E4 E6 E8 E10 E12 E14 E16-21 
NE + NE - NE + NE + NE + EP - EP - EP - 
P1 - I + I ++ I ++ I ++ I ++ I + I - 
  II ++ II ++ II + II ++ II - II - II - 
  P - P - III + III ++ III + III + III - 
      IV + IV + IV - IV - IV - 
      P - V + V - V - V - 
        VI + VI ++ VI ++ VI ++ 
        VII + VII - VII - VII - 
        VIII + VIII ++ VIII ++ VIII - 
        IX ++ IX + IX - IX - 
        X ++ X ++ X ++ X ++ 
        P - XI - XI - XI - 
          XII - XII - XII ++ 
          P - P - XIII - 
              XIV - 
              XV - 
              P - 
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III.4. Immunhistochemie: Verteilung der Retinoidrezeptoren 
 
Die folgende Darstellung demonstriert die zusammengestellten Ergebnisse der IR gegen die 
Rezeptoren RARα, RARβ, RXRα, RXRβ und RXRγ. Die Verteilung der Rezeptoren wurde, wie 
bei CRABP-I, an unterschiedlichen gleichen Entwicklungstagen untersucht.  
Exemplarisch wurde ein Anschnitt aus E6 oder E8, einer von E10 oder E12 und einer von E16 
dargestellt. 
 
 
 
 
Abb. 17: Verteilung der Retinoidrezeptoren im optischen Tektum - Fluoreszenzfärbung a: 
RARα E8 b: RARα E12 c: RARα E16 d: RARβ E8 e: RARβ E10 f: RARβ E16 g: RXRα E6 h: 
RXRα E8 i: RXRα E16 j: RXRβ E8 k: RXRβ E16 l: RXRβ E16 m: RXRγ  E6 n: RXRγ  E8 o: 
RXRγ  E16. Scale bar (g): 16 µm; scale bar (k): 100 µm; Scale bar (l): 60 µm; scale bar (o und 
restliche Bilder): 100 µm. 
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In der ersten Reihe stehen die Abbildungen von Transversalschnitten durch das OT im 
Stadium E8, E12 und E16 (Abb. 13a, 13b und 13c). Gefärbt wurde gegen RARα. Zu keinem 
der dargestellten Zeitpunkte konnte ein eindeutiges IR – Signal nachgewiesen werden. Die im 
Stadium E8 scheinbare IR des Piaepithels sowie die einzelnen hellen Punkte im inneren 
Tektumdrittel, erwiesen sich als Eigenfluoreszenz, da sie ebenfalls im Rotlicht erkennbar 
waren. Gleiches gilt für die heller erscheinenden Zellen mittig im Tektum bei E12 und E16 
(Abb. 13b und 13c). Bei diesen Zellen handelte es sich um die großen Neurone des SGC, die, 
sofern bereits vorhanden oder auf der Darstellung abgebildet, bei den anderen IR eine 
ähnliche Eigenfluoreszenz aufwiesen (vergl. Abb. 13c, 13f, 13i und 13o). Die zweite Reihe 
enthält die Abbildungen von Transversalschnitten bei E8, E10 und E16, die gegen RARβ 
gefärbt wurden (Abb. 13d, 13e und 13f). Abgesehen von der zuvor beschriebenen 
Eigenfluoreszenz ist keine spezifische IR detektierbar. Die Transversalschnitte, die gegen 
RXRα gefärbt wurden sind in der dritten Reihe angeordnet (Abb. 13g, 13h und 13i). Wie bei 
den oben beschriebenen Rezeptoren ist eine spezifische IR gegen den Rezeptor ausgeblieben. 
Auch die Transversalschnitte von E6, E8 und E16 in der untersten Reihe, die gegen RXRγ 
gefärbt wurden, weisen keine spezifische IR auf (Abb. 13m, 13n und 13o). In der zweiten 
Reihe von unten sind Transversalschnitten bei E8, E16 und E12 dargestellt, die gegen RXRβ 
gefärbt wurden (Abb. 13j, 13k und 13l). In ihnen ist ein spezifisches Signal, das den Rezeptor 
im Endothel von Blutgefäßen nachweist, detektierbar. Allerdings ist auch zu erkennen, dass 
der Rezeptor nicht in den Neuronen des Tektums detektiert wurde. 
 
 
 
  Abb. 18: Nullwert Fluoreszenzfärbung :  
  Transversalschnitt durch OT an E21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der oben dargestellte Nullwert, zeigt einen Transversalschnitt durch das Tektum an E21, der 
nur mit dem sekundären Antikörper in gleicher Konzentration, wie bei den präsentierten 
Färbungen gegen die Rezeptoren, inkubiert wurde (Abb. 17). Im Vergleich zu den 
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Abbildungen von den Rezeptoren fällt auf, dass keine Fluoreszenzfärbung, spezifisch oder 
unspezifisch, stattgefunden hat. Der sekundäre Antikörper muss daher spezifisch binden. 
 
 
 
 
III.5 Westernblot: Retinoidrezeptoren 
 
Es wurde der folgende Westernblot durchgeführt, um zu überprüfen, ob die untersuchten  
Rezeptoren, die innerhalb des Gewebes nicht nachgewiesen werden konnten, im optischen 
Tektum vorhanden sind.  
 
 
 
Abb. 19: Expression der Retinoidrezeptoren im optischen Tektum. Detektion der Rezeptoren an E6, 
E14 und E21 
 
 
Auf dem dargestellten Westernblot sind die Protein-Banden der Rezeptoren RARα, RARβ, 
RXRα, RXRβ and RXRγ an allen untersuchten Entwicklungstagen sichtbar. Das bedeutet, 
dass die Rezeptoren im Tektum während der gesamten Entwicklung vorhanden sein müssen, 
jedoch mit der durchgeführten Nachweismethode im Gewebe nicht nachgewiesen werden 
konnten. Wie zu erkennen, produzierten die verwendeten Antikörper mehr als eine Bande pro 
Rezeptor. Die Spezifität des Signals musste daher zuvor mittels RARα, RARβ, RXRα and 
RXRβ Peptiden bestätigt werden (Zhelyaznik und Mey, 2006). Dabei handelt es sich um 
Pepitde, die zur Herstellung der RAR/RXR Antisera verwendet wurden, und die die von ihren 
kompatiblen Antikörper gebunden werden. Wird der Westernblot zusammen mit den 
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Antikörper und deren Peptiden inkubiert, tritt dann keine Färbung auf, wenn die verwendeten 
Antikörper spezifisch binden, da deren Bindungsstellen vollständig von den Peptiden besetzt 
sein sollten. Für RARα wurde ein relatives Molekulargewicht von 93 kD, 77 kD, 71 kD und 
53 kD ermittelt. Die RARβ -Immunoreaktivität wurde bei 72 kD, 68 kD und 37 kD detektiert. 
Das Antiserum gegen RXRα band an drei Banden bei 48kD, 37kD und 35kD. Die RXRβ 
Färbung zeigte vier Banden mit 121 kD, 57 kD, 48 kD und 35 kD. Das RXRγ-Antigen konnte 
bei 56kD nachgewiesen werden. 
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IV. Diskussion 
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung von CRABPI und den Retinoidrezeptoren 
während der embryonalen Entwicklung des optischen Tektums beim Haushuhn Gallus gallus 
untersucht. Exemplarisch für die embryonale Entwicklung wurden die Stadien E2, E4, E5, E6, 
E7, E8, E10, E12, E14, E16, E18 und E21 nach immunhistochemisch erfolgter Färbung 
studiert. Vitamin A ist ein wichtiges Morphogen in der embryonalen Entwicklung von 
Vertebraten (zusammengefasst in Maden M., 2000). Entscheidende Entwicklungsprozesse, 
wie Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Zellmigration und Synaptogenese stehen unter dem 
Einfluss dieser Verbindung (Mey, 2001). Retinsäure, als metabolisch aktives Derivat des 
Vitamin A, wirkt über rezeptorvermittelte Induktion diverser Gene auf die genannten 
Prozesse ein (Mangelsdorf et al., 1995). Seine intrazelluläre Verfügbarkeit wird u.a. über 
Bindung an das cellular retinoic acid binding proteins reguliert (Kleinjan et al., 1998). In der 
Retina des Huhns konnten ab E3,5 alle Retinoidrezeptoren mit Ausnahme von RXRß 
nachgewiesen werden (Hoover et al., 2001; Schneider et al., 2001) sowie CRABP-I zwischen 
E3 und E5 (Mey et al., 2001). Das OT, in das bei Vögeln nahezu alle retinalen Neurone in 
topographischer Ordnung projizieren und das somit die erste Schaltstation visueller Stimuli 
darstellt, könnte daher ebenfalls unter dem Einfluss von RS stehen.  
In der vorliegenden Arbeit wurde in der Tat ein zeitlich und räumlich sehr spezifisches 
Muster der Verteilung von CRABP-I während der Entwicklung des Tectum opticums 
beschrieben. 
 
 
 
IV.1 CRABP-I bei der Entwicklung des optischen Tektums 
 
Über das zelluläre Retinsäure bindende Protein I können folgende Beobachtungen 
zusammengefasst werden: 
 
1. Die Expression von CRABP-I konnte während der zu beobachtenden 
Entwicklungsspanne von E2,5 bis E21durchgehend detektiert werden. Die CRABP-I – 
Synthese ist daher zeitlich unbegrenzt. 
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2. CRABP-I enthaltende Zellen wurden nicht in allen Schichten nachgewiesen. Ab E16 
lag CRABP-I unverändert in Zellen der Subschichten c, e und i de SGFS vor. Die 
CRABP-I - Synthese ist daher räumlich begrenzt.  
3. CRABP-I - synthetisierende Zellen einer Schicht gleichen sich weder in ihrer Form 
und Größe, noch in der Ausrichtung ihrer Zellfortsätze. Das Protein wird folglich von 
unterschiedlichen Neuronenpopulationen produziert. 
4. CRABP-I ist in Zellkörpern, Axonen und Dendriten vorhanden. Das Protein wird 
folglich von bereits differenzierten Zellen exprimiert. 
5. Die Anzahl an CRABP-I synthetisierenden Zellen nahm ab E12 kontinuierlich ab. Die 
Dauer der Expression ist somit abhängig vom jeweiligen Neuronentyp. 
 
 
 
IV.1.1. Nimmt RA Einfluss auf die Differenzierung neuronaler Stammzellen im 
Tektum? 
 
Vor der Bildung spezialisierter Zellverbände werden pluripotente Vorläuferzellen 
determiniert und auf ihre Funktion festgelegt. Bei diesem Prozess werden bestimmte Bereiche 
des Genoms innerhalb der Zelle blockiert und können dadurch nicht mehr abgerufen werden. 
Andere Bereiche des Genoms hingegen werden einer externen Regulation zugänglich 
gemacht. Sobald eine Zelle determiniert ist, differenziert sie sich durch Expression 
festgelegter Gene und bildet gewebs- und organspezifische Strukturen aus. Während der 
Differenzierung des Nervensystems entstehen aus Stammzellen zunächst neuronale 
Vorläuferzellen, die Neuroblasten. In einer Vielzahl von Zelllinien wurde demonstriert, dass 
RA neuronale Zelldifferenzierung induziert, unter anderem PC12-, LAN-5 und neuronale 
Stammzellen (zusammengefasst in McCaffery P. und Dräger U.C., 2000). Takahashi und 
Kollegen zeigten anhand von Stammzellen aus der Hippocampusregion von Ratten, dass die 
Zugabe von RA zu einem dreifachen Anstieg der Anzahl an Neuroblasten führte. An diesem 
Effekt ist eine Hochregulation von Neurotrophinrezeptoren beteiligt, deren Liganden (z.B. 
BDNF, NT-3) die Synthese von Neurotransmittern und die Ausbildung von Neuriten 
induzieren (Takahashi et al., 1999). In einer Vielzahl von Neuroblastomzellinien und 
embryonalen Neuronen wurde die Bildung von Neurotrophinrezeptoren durch RA 
nachgewiesen (Plum et al. 2001; Mey et al., 2006).  
Die erste IR von CRABP-I wurde am zweiten Entwicklungstag ausgemacht. Zu diesem 
Zeitpunkt besteht das Tektum nahezu ausschließlich aus proliferierenden neuronalen 
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Stammzellen. Die IR zeigte sich in Zellen, die bereits über Ansätze von Neuriten verfügten. 
Die nachgewiesenen CRABP-I -exprimierenden Zellen gehören demnach zu den ersten 
postmitotischen Tektumzellen. Die Morphologie dieser Zellen bedeutet, dass CRABP-I 
synthetisiert wird, wenn die Zelle den Zellzyklus verlässt und determiniert ist.  
Retinsäure könnte daher auch im Tektum die Differenzierung von Stammzellen induzieren. 
 
 
 
 
Abb. 20. CRABP-I Expression in kultivierten Zellen Tektumzellen vom Huhn. 
CRABP-I Immunreaktion  in E4 Zellen (a) nach 2 Tagen (b) nach 4 Tagen (c) nach 6 
Tagen in Kultur. CRABP-I Signal in (d) N-cadherin positiven (e) N-cadherin 
negativen Zellen. Co-Lokalisation von CRABP-I und Neurofílament200 nach 8 Tagen 
in Kultur in (f) N-cadherin negativen und (g-i) N-cadherin positiven Zellen. CRABP-I 
(g) und Neurofilament200 (h) und Superposition der Photographien kombiniert mit 
DAPI-Färbung der Zellkerne (helle Zellen links unten im Bild zeigen Co-
Lokalisation).  Scale bar a-i: 20 µm. 
 
 
Die von meinem Kollegen Dr. rer. nat. B. Mönig durchgeführten Untersuchungen an 
kultivierten Tektumzellen ergaben, dass CRABP-I auch in-vivo während der Differenzierung 
exprimiert wird (Abb. 20 a-e). Eine Doppelfärbung mit Neurofilament 200 bestätigte, dass es 
sich bei den CRABP-I produzierenden Zellen um Neurone handelt (Abb. 20 f-i). Nach 
Selektion einer N-cadherin exprimierenden und einer nicht-exprimierenden Zellfraktion, 
konnte zudem demonstriert werden, dass CRABP-I von den Zellen beider Fraktionen 
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hergestellt wurde (Abb. 20 d-i). CRABP-I liegt folglich in unterschiedlichen Neuronentypen 
vor.  
Die Ergebnisse der Zellkultur widerlegen zwar nicht die Hypothese, dass RA auch die 
Differenzierung tektaler Stammzellen induziert, sie legen jedoch nahe, dass der entscheidende 
Einfluss auf die Initiierung und nicht auf die Ausrichtung der Differenzierung begrenzt ist. 
IV.1.2 Welche Funktion übt CRABP-I bei der Differenzierung neuronaler Stammzellen im 
OT aus? 
Die Konzentration von CRABP-I innerhalb einer Zelle übertrifft wesentlich die seines 
Liganden RA (Napoli et al., 1995). Daher wurde postuliert, dass CRABP-I dazu dient, seinen 
hydrophoben Liganden im wässrigen Milieu der Zelle zu puffern. Gebunden an CRABP-I 
wird RA nicht nur innerhalb der Zelle in Lösung gehalten, sondern auch gespeichert. Mit 
dieser Speicherfunktion könnte CRABP-I RA für die Zelle bereitstellen, wenn diese sie 
benötigt (Donovan et al., 1995). Für eine solche Funktion spricht ebenfalls, dass CRABP-I 
RA mit hoher Affinität bindet (Donovan M., 1995; Napoli J.L., 1996), da so auch bei gering 
vorliegender extrazellulärer RA-Konzentration diese im Zytosol aus dem 
Diffusionsgleichgewicht entfernt wird.  
CRABP-I –positive Zellen wurden erstmals zwischen E2,5 und E3 detektiert. Zu diesem 
Zeitpunkt wird RA nicht in dem sich entwickelnden Gehirn selbst, sondern vom 
umschließenden Mesenchym produziert (Maden et al., 1998). Von dort diffundiert sie in das 
Gehirn (Maden et al., 1998; McCaffery et al., 2003). Eine andere mögliche RA-Quelle stellt 
das Plasma dar. Kurlandsky und Kollegen wiesen mit radioaktiv markierter RA nach, dass das 
adulte Rattenhirn 90% seines RA-Gehalts aus dem Plasma bezieht. Obwohl Untersuchungen 
in embryonalen Organismen noch ausstehen, ist es wahrscheinlich, dass gleiches auch für 
diese gilt, da im embryonalen Gehirn nur wenige Stellen mit RA synthetisierenden Enzymen 
(RALDH) detektiert wurden (Kurlandsky et al., 1995). Das vorliegende CRABP-I könnte 
demzufolge dazu beitragen, dass die zur Verfügung stehende RA effizient abgeschöpft und 
für weitere Verwendung der Zelle bereitgestellt wird. Diese Annahme steht in Einklang mit 
der von Vaessen und Kollegen durchgeführten Untersuchungen am Hühnerembryo (Vaessen 
et al., 1990). Diese zeigte, dass die spatiotemporäre Expression von CRABPI-I mit den 
Stellen höchster RA-Sensitivität im Hühnerembryo korreliert. Solche Stellen, die keine eigene 
RA-Produktion aufweisen, sind unter physiologischen Bedingungen nur niedrigen RA-
Konzentrationen ausgesetzt. Zu solchen Geweben wird auch das sich entwickelnde 
Telencephalon gezählt. Die Tatsache, dass diese Gewebe auf geringe Mengen von RA 
reagieren, könnte folglich auf die Anwesenheit und Effizienz von CRABP-I zurückzuführen 
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sein (Ruberte et al., 1991; Balling R., 1991; Vaessen M.J., 1990; McCaffery P. und Dräger 
U.C., 2000).  
 In meiner Arbeit wurde CRABP-I nicht nur in den Zellkörpern, sondern auch in deren 
Fortsätzen nachgewiesen. Diese Proteinverteilung konnte auch bei Tektumzellen in-vivo 
beobachtet werden (Abb. 20). Neurone, die in Zellkörper und weitreichende axonale 
Projektionen polarisiert sind, würden von einem Protein profitieren, das die für die Zelle 
wichtigen Moleküle intrazellulär transportiert. Napoli (1996) mutmaßte, dass CRABP-I 
möglicherweise als Vehikel dient, um RA zu den verschiedenen subzellulären 
Kompartimenten zu transportieren. Für diese Hypothese sprechen die Ergebnisse von Gaub 
und Kollegen, die das Protein sowohl im Zytosol als auch im Zellkern nachwiesen (Gaub et 
al., 1998). 
Molekulare Untersuchungen zum subzellulären Transport von RA oder CRABP-I in 
Neuronen, insbesondere zum axonalen Transport, stehen jedoch noch aus. 
 
 
 
IV.1.2 Schützt CRABP-I proliferierende neuronale Stammzellen im Tektum? 
 
Im Stadium E5 und E6 erscheinen nahezu alle postmitotischen Zellen CRABP-I –positiv. 
Dieses Phänomen stellt sich bis Stadium E8 als ein "dunkles Band " oberhalb des NE dar. Ab 
Entwicklungstag 10 nimmt die Kontinuität dieses "Zellbandes" sukzessive ab, bis in Stadium 
E14 nahezu keine Zellen mit CRABP-I –Expression in diesem Bereich des Tektums 
aufgefunden werden können. Diese Abfolge verläuft parallel zu der Proliferationsphase im 
Tektum, die mit dem zwölften Entwicklungstag zum Stillstand kommt (LaVail J.H. und 
Cowan W.M., 1971). Damit das Tektum seine funktionsfähige Größe erreicht, muss jedoch 
sichergestellt sein, dass die Proliferation nicht verfrüht sistiert, in dem die Zellen zu früh 
ausdifferenzieren und damit ihre Fähigkeit verlieren sich zu teilen. In einem Experiment, in 
dem RA in physiologischer Konzentration zu Neuroblastomzellkulturen zugegeben wurde, 
konnte beobachtet werden, dass RA nicht nur Neuritenwachstum, also Zelldifferenzierung 
einleitet, sondern auch weitere Zellproliferation unterdrückt (Clagett-Dame et al., 2005). Eine 
Aufgabe von CRABP-I könnte während dieser Entwicklungsphase darin bestehen, die 
proliferierenden Zellen vor dem Einfluss von RA zu schützen. Diese Annahme wird 
unterstützt durch ein Experiment, das Boylan und Gudas (1991) durchführten. In diesem 
Versuch wurde demonstriert, dass RA –induzierte Differenzierung von F9-Zellen um 80-90% 
reduziert ist, wenn die Zelle CRABP-I überexprimiert. Dieser Effekt kommt dadurch 
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zustande, dass in solchen CRABP-I mutierten F9 Zellen RA schneller als in Wildtyp F9 
Zellen abgebaut wird. Es ist bekannt, dass RA gebunden an CRABP-I als Substrat von den 
oxidierenden Enzymen CYP26 gegenüber dem ungebundenen Molekül bevorzugt wird 
(Fiorella P.D. und Napoli J.L., 1994; Boylan J.F. und Gudas L.J., 1992). CRABP-I könnte 
also RA aus der Zellumgebung abfangen und dem Abbau durch CYP26 zuführen und dazu 
beitragen, dass das RA –Signal nicht nur in den CRABP-I –enthaltenden Zellen, sondern auch 
in den umliegenden Zellen abgestellt wird. Zusammen mit CYP26 würde CRABP-I folglich 
als Abfluss (sink) oder in diesem Falle als "Schutzwall" fungieren, der sicherstellt, dass die 
sich teilenden Zellen innerhalb des NE dem RA–Einfluss unzugänglich bleiben. 
Der zeitliche Zusammenhang zwischen dem Auftreten der CRABP-I –Expression in der 
innersten tektalen Schicht und der Zellvermehrung lässt daher nicht nur vermuten, dass RA 
die Ausdifferenzierung der tektalen Neurone induziert, sondern auch für den zeitgerechten 
Stopp der Zellproliferation verantwortlich ist. 
CRABP-I könnte dadurch daran beteiligt, das tektale Wachstum zeitlich zu koordinieren. 
 
 
 
IV.1.3 Dient RA als chemotaktischer Faktor für Zellmigration und Neuritenwachstum? 
 
Nach Austritt aus dem Zellzyklus wandern die Neurone in ihre zukünftige tektale Schicht. Die 
Zellmigration erfolgt im Tektum auf zwei verschiedene Weisen. Ein Teil der tektalen 
Neurone streckt einen Zellprozeß mit einem am Ende befindenden Endfüßchen senkrecht zur 
Piaoberfläche aus, sobald ihre Differenzierung eingeleitet wurde. Daraufhin folgt der 
Zellkörper entlang dieser "Schiene" bis seine endgültige Position erreicht ist. Der andere Teil 
der Zellen, der dem zukünftigen SGFS zugeordnet werden kann, migriert auf amöboide Art in 
seine Zielschichten. Diese Form der Zellwanderung wird durch radiale Glia geleitet, die an 
die Neurone angebunden sind (Mey J. und Thanos S., 2000). Zellmigration wird durch 
adhäsive extrazelluläre oder chemotaktische Moleküle gesteuert. Diverse Untersuchungen 
weisen darauf hin, dass RA als chemotaktisches Leitmolekül die Ausrichtung von 
wachsenden Neuriten steuert (Maden M., 1998, Dmetrichuk et al., 2005). Allerdings belegen 
sie nicht, dass die neuronale Migration im Tektum sich an steigenden RA-Konzentrationen 
orientiert. Das in den Neuriten im Tektum nachgewiesene CRABP-I könnte bedeuten, dass 
CRABP-I zur Aufrechterhaltung einer gezielten Wachstumsorientierung der Neuriten beiträgt 
und damit an der Ausrichtung der Zellmigration beteiligt ist. CRABP-I könnte gemeinsam mit 
CYP26 an der Ausbildung eines Gradienten wirken, an dem sich die Zellen ausrichten und zu 
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den Meningen, dem Ort der höchsten RA–Konzentration, geleitet werden. Luo und Kollegen 
wiesen mittels RA-Reporter Mäusen die Orte im Gehirn während der Embryogenese nach, an 
denen RS wirkt (Luo et al., 2004). In dem OT wurde RA-Aktivität in Regionen festgestellt, 
die einige Tage später von retinalen Axonen unter Beibehaltung ihrer topographischen 
Anordnung innerviert wurden. Retinsäure dient demnach im Tektum als Orientierungsmarker 
für die einwachsenden retinalen Axone wahrscheinlich durch die Induktion spezifischer 
Genprodukte. Bedauerlicherweise wurde das Tektum von Luo und Kollegen nicht auf 
zellulärer Ebene untersucht, denn es wäre interessant herauszufinden, ob die Verteilung der 
Reporterzellen mit der von CRABP-I Zellen übereinstimmt und ob es sich möglicherweise 
um dieselben Zellen handelt. 
Wenn die Zellsomata der Neurone in ihrer Zielschicht angekommen sind (Abschluss der 
Migrationsphase ab E16), wird das Dendritenwachstum initiiert und das Kontaktmuster zu 
anderen Neuronen ausgebildet. Diese Phase erstreckt sich bis in die Zeit nach dem Schlüpfen. 
Haskell und Kollegen wiesen 1987 nach, dass atRA das Neuritenwachstum von dorsalen 
Wurzelganglionzellen des Hühnchens stimuliert. Zudem erhöht RA in Neuralrohrkulturen des 
Huhns sowohl die Anzahl an Neuriten als auch deren Längenwachstum (Corcoran et al., 
2000). Interessanterweise zeigten Chandrasekaran und Mitarbeiter, dass RA während 
verschiedener Entwicklungszeitpunkte sowohl stimulierend als auch inhibierend auf das 
Dendritenwachstum von superioren cervicalen Ganglienzellen der Ratte wirkt 
(Chandrasekaran et al., 2000). All diese Vorgänge sind die Vorraussetzung für eine 
abgestimmte Synaptogenese. Die Proteinexpression von CRABP-I in neugebildeten Dendriten 
legt nahe, dass RA auch im Tektum Einfluss auf die Architektur neuronaler Kontaktmuster 
nimmt. 
 
 
 
IV.2 Retinoidrezeptoren während der Entwicklung des optischen Tektums 
 
Mit den kommerziell erhältlichen Antikörpern konnte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte 
eine eindeutige IR im Gewebeschnitt nachgewiesen werden. Dies war auch in Titrationreihen 
des primären und sekundären Antikörpers nicht möglich. Der in Abbildung 15 präsentierte 
Westernblot zeigt jedoch, dass RARα, β und RXRα, β, γ im Verlauf der Entwicklung des 
Tektums vorhanden waren.  
Der dem Tektum vorgeschaltete Anteil des visuellen Systems, nämlich die Netzhaut des 
Auges, wurde bereits eingehend auf die Anwesenheit der Retinsäurerezeptoren untersucht. 
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Abgesehen von RXRβ, werden in der Retina des Huhns ab Entwicklungstag 3,5 alle Retinoid-
Rezeptoren gebildet (Hoover et al., 1998; Hoover et al., 2001; Schneider et al., 2001). Diverse 
Deletionsmutanten für RS-Rezeptoren in der Maus, wie RXRα-Nullmutante (Krezel et al., 
1996; Kastner et al., 1997a), RARβ-Nullmutante (Grodona et al., 1996), RARα/RARβ und 
RARβ/RARγ-Doppel-Nullmutanten (Ghyselinck et al., 1997; Lohnes et al., 1994) 
unterstrichen die Rolle von RA bei der Entwicklung des Auges. Die stärksten 
morphologischen Effekte übten dabei RXRα/RAR Heterodimere auf die Retina aus (Kastner 
et al., 1997b). Im Huhn wurden nach Implantation von RXR/RAR-Antagonisten enthaltenen 
Ionenaustauscherkügelchen Mikrophthalmie bis hin zur Anophthalmie unter anderen 
Missbildungen mehr festgestellt (Schneider et al., 2001). Die Vermutung lag nahe, dass das 
Tektum, als das wichtigste Integrationszentrum visueller Stimuli, in das sämtliche retinalen 
Ganglienzellen projizieren, ebenfalls unter dem entscheidenden Einfluss von RA steht und 
damit zur Beantwortung dessen Signals über Retinoidrezeptoren verfügt. Bislang existieren 
keine Daten in der Literatur, die belegen, dass das Tektum auf das Vorhandensein von 
Retinoidrezeptoren untersucht wurde. 
 
 
 
IV.2.2 Weshalb gelang die immunhistochemische Beschreibung der Retinoidrezeptoren 
nicht? 
 
Eine mögliche Fehlerquelle kann in der Aufarbeitung des Gewebes liegen, vor allem bei der 
Wahl des Fixativs. Formalin findet seit seiner Entdeckung 1893 durch Ferdinand Blum die am 
weitesten verbreitete Anwendung (Fox et al., 1985; Puchtler und Meloan, 1985). Der gängige 
Gebrauch immunhistochemischer Nachweiseverfahren deckte jedoch auf, dass die meisten 
Antigene signifikant und nachteilig durch Formalin beeinflusst werden (Shi et al., 1997; 
Leong A.S. und Gilham P.N., 1989). Der Fixierungsprozess kann in zwei Reaktionen 
eingeteilt werden. Zuerst erfolgt eine Additionsreaktion zwischen Aminen und, in diesem 
Falle Aldehyden (Formalin): R-NH2 + HCHO. Darauf folgt eine Kondensationsreaktion: R-
NH-CH2OH + H2N-CO-R. Die verwendeten Aldehyde (Formalin) bilden also mit den 
Aminen von Proteinen Vernetzungen in Form von Schiffschen Basen aus (Wong S.S., 1991). 
Der Vernetzungsprozess ist, abgesehen vom verwendeten Fixativ, abhängig von pH, 
Temperatur und Gewebszustand. Diese unterschiedlichen Faktoren können zu vielfältigen 
Veränderungen der Gewebsproteine führen (Fraenkel-Conrat et al., 1947). Für die zu 
untersuchenden Proteine, hier die RS-Rezeptoren, bedeutet das, dass seine räumliche 
Konfiguration durch Verwendung von Formalin in seiner räumlichen Konfiguration vielleicht 
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verändert wurde. Antikörper erkennen spezifisch Epitope innerhalb des Zielproteins. Oftmals 
ist die Antikörper-Antigen Erkennungsreaktion abhängig von der dreidimensionalen Struktur 
des Zielproteins. Eine durch die Formalinfixierung entstehende Veränderung der 
Proteinkonfiguration könnte dadurch zu dem Verlust der Antigenität führen. Biochemische 
Untersuchungen weisen darauf hin, dass durch Erhitzen oder Behandlung der Gewebe mit 
starken Basen die Vernetzungen gesprengt und damit die tertiären Proteinstrukturen wieder 
hergestellt werden können (Fraenkel-Conrat et al., 1947; Shi et al., 1997). Eventuell könnten 
solche Verfahren nach der Fixierung des tektalen Gewebes die gegebenenfalls „verlorene“ 
Antigenität wiederherstellen und derart die Detektion der RA-Rezeptoren ermöglichen. 
Es ist möglich, dass durch den Denaturierungsprozess während der Aufarbeitung der 
Gewebeproben für das Westerblotverfahren, die molekularen Bindungsstellen den 
Antikörpern zugänglich gemacht wurden. Das könnte erklären, weshalb die Histochemie im 
Gegensatz zum Westernblot erfolglos geblieben ist. 
Zuletzt besteht noch die Möglichkeit, dass das Ergebnis des Westernblots falsch ist und sich 
keiner der diskutierten Retinoidrezeptoren im Tektum befindet. Gegen diese Überlegung 
spricht die Spezifität der erhaltenen Banden. Zudem erscheint es im Zusammenhang mit den 
zu Anfang ausgeführten Ergebnissen zu dem Protein CRABP-I unwahrscheinlich, dass 
innerhalb eines Gewebes, in dem CRABP-I, als ein Protein des RA –Metabolismus, klar 
nachzuweisen ist, keine Rezeptoren vorhanden sein sollten, die das RA –Signal innerhalb der 
Zielzellen beantworten. 
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V. Zusammenfassung 
 
In dieser Arbeit wurde die Verteilung von CRABP-I im optischen Tektum des Haushuhns 
Gallus gallus während der Entwicklungstage E2,5 – E21 untersucht, um nähere Einblicke in 
die Funktion des Proteins, sowie von RA während dieser Entwicklungsphase zu gewinnen. 
Unter Verwendung eines monoklonalen Antikörpers (mouse-anti-human) konnte durch die 
Avidin-Biotin-, der Fluoreszenzmethode und dem ECL-Verfahren CRABP-I in Geweben des 
optischen Tektums nachgewiesen werden. CRABP-I wurde zuerst an Entwicklungstag 2,5 
detektiert (E2,5-3). Bis E8 befand sich die Mehrzahl der CRABP-I –positiven Zellen direkt 
oberhalb des Neuralepithels. Ab E8 wurde das Protein hauptsächlich innerhalb mirgrierender 
Zellen aufgefunden. Nach Ablauf der Migrationphase um E16, lag CRABP-I in den SGFS-
Subschichten c, e und i vor. Das Expessionsmuster stellte sich in den folgenden 
Entwicklungstagen bis einschließlich E21 unverändert dar. Das Protein befand sich sowohl in 
Zellsomata als auch innerhalb von Neuriten.  
Bislang ist die genaue Funktion von CRABP-I innerhalb des RA-Systems ungeklärt. Eine 
Theorie ist, dass CRABP-I dazu beiträgt RA mit maximaler Effizienz in die Zelle 
aufzunehmen. Die Anwesenheit von CRABP-I während der ersten Entwicklungstage 
unterstützt diese Theorie und weist auf RA, als Induktor neuronaler Differenzierung im 
optischen Tektum hin. Eine weitere Hypothese besagt, dass CRABP-I die Zellantwort auf 
RA-Signale innerhalb der eigenen und der benachbarten Zellen supprimiert, in dem es RA 
aufnimmt und abbauenden Enzymen zuführt. Für diese Funktion spricht das Vorliegen von 
CRABP-I innerhalb der innersten, dem proliferierenden Epithel anschließenden tektalen 
Schicht. CRABP-I könnte dadurch daran beteiligt sein, dass das Tektum trotz des 
wachstumshemmenden Einflusses von RA seine funktionsfähige Größe erreicht. Es wird 
außerdem spekuliert, dass CRABP-I gemeinsam mit CYP26 an dem Aufbau eines RA-
Gradienten beteiligt ist. Das beobachtete Verteilungsmuster legt allerdings eine solche 
Funktion für CRABP-I im Tektum nicht nahe. Die CRABP-I –IR konnte nach Ende der 
Proliferations- und der Migrationsphase bis zum letzten Entwicklungstag in ovo beobachtet 
werden. Retinsäure scheint daher auch nach Abschluss der Proliferation und Migration ein 
wichtiges Substrat in den zellphysiologischen Prozessen im Tektum darzustellen. Welche der 
verschiedenen diskutierten Funktionen CRABP-I ausübt oder ob es sich um eine Kombination 
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mehrer Funktionen handelt, bleibt noch offen und muss mit weiteren Untersuchungen 
zukünftig geklärt werden. 
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